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JI sl/en 
AI Metoda CRISPR/Cas9 je najbolj uporabljena metoda tarčnega spreminjanja genoma. 
Pregledovanje in identifikacija CRISPR/Cas9 spremenjenih celičnih klonov je drag 
ter časovno in delovno zahteven postopek. Metoda analize talilne krivulje visoke 
ločljivosti (HRM) je hitra in stroškovno ugodna metoda detekcije CRISPR/Cas9 
induciranih DNA sprememb. Z izbranimi reagenti smo po izolaciji gDNA, izolat 
gDNA iz ovarijskih celic kitajskega hrčka (CHO) 5-krat redčili, saj smo ugotovili, da 
ta redčitev omogoča najbolj ponovljive vrednosti Tm talilnih krivulj. Metoda HRM 
je uspešna ob uporabi vsaj 5000 celic CHO na vzorec. Z metodo HRM smo preverili 
prisotnost genetskih sprememb tarčnih regij v 105 klonih celic CHO. Vsak izmed 
klonov je bil tarčno spremenjen v enem od petih genov, na dveh mestih v genu hkrati. 
V nekaterih primerih smo pridobili talilne krivulje, ki zelo odstopajo od 
pričakovanih. Odstopajo predvsem rezultati tistih klonov, kjer smo zaradi velike 
oddaljenosti med tarčnima mestoma v genu, za pomnoževanje z reakcijo PCR 
uporabili dva para začetnih oligonukleotidov. Po izločitvi teh klonov iz analize 
rezultatov HRM ter njihovi določitvi kot genetsko spremenjene, smo primerjali 
rezultate metode HRM z rezultati metode naslednje generacije sekvenciranja (NGS). 
Genetske spremembe inducirane s sistemom CRISPR/Cas9 pri celicah CHO smo z 
metodo HRM določili s 95 % točnostjo in 96 % občutljivostjo glede na metodo NGS. 
Ob hkratni analizi dveh tarčnih mest v isti tarčni regiji z enim parom začetnih 
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LA sl 
AL sl/en 
AB CRISPR/Cas9 method is the most used method to induce targeted genomic changes. 
Screening and identification of CRISPR/Cas9 induced genomic changes in cell 
clones are expensive, time-consuming and labour intensive approaches. A high 
resolution melting (HRM) method enables cost-effective and rapid detection of 
CRISPR/Cas9 induced changes of DNA. After gDNA isolation of Chinese hamster 
ovarium (CHO) cells with specific reagents, we discovered that 5-fold dilution of 
isolated gDNA is the most optimal, based on the reproducibility of Tm value. Minimal 
number of cells for successful HRM method was specified, being at least 5000 CHO 
cells per sample. Furthermore, genomic changes of 105 clones were screened by 
HRM method. Every clone was targeted at two target sites inside one of five genes 
by CRISPR/Cas9 system. However, besides regular HRM results of five target 
regions, we obtained some irregular melting curves (outliers) of specific clones. Due 
to a considerable distance between target sites inside specific genes, we amplified 
those target sites with two different primer pairs. After exclusion of clones with 
irregular melting curves and determined them as genetic changed, we compared 
results of HRM method with results of next-generation sequencing method (NGS). 
Our results showed 95 % accuracy and 96 % sensitivity of the HRM method. If we 
consider clones, whose both target sites were amplified only with one pair of primer, 
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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
A adenin 
ATP  adenozin trifosfat (angl. adenosine triphosphate) 
bp  bazni par (angl. base pair) 
C citozin 
Cas9  angl. CRISPR associated protein 9 
CHO  ovarijske celice kitajskega hrčka (angl. chinese hamster ovarium cells) 
CRISPR  gruče enakomerno prekinjenih kratkih palindromnih ponovitev (angl. 
clustered regularly interspaced short palindromic repeats)  
crRNA  angl. CRISPR RNA 
Ct cikel qPCR, v katerem fluorescenca preseže nastavljeni prag (angl. 
threshold cycle) 
dCas9  katalitično neaktivna nukleaza Cas9 (angl. dead Cas9) 
DMSO  dimetil sulfoksid (angl. dimethyl sulfoxide) 
DNA  deoksiribonukleinska kislina (angl. deoxyribonucleic acid) 
dNTP  deoksinukleotid (angl. deoxynucleotide) 
dsDNA  dvoverižna DNA (angl. double stranded DNA) 
EMC  encimske cepitve ob neujemanju (angl. enzyme mismatch cleavage) 
FDA  agencija za hrano in zdravila (angl. food and drug administration) 
FN  lažno negativen (angl. false negative) 
FP  lažno pozitiven (angl. false positive) 
Fw  smerni začetni oligonukleotid 
G gvanin 
Gb gigabazni par 
gDNA  genomska DNA (angl. genomic DNA) 
GFP   zeleni fluorescenčni protein (angl. Green fluorescent protein).  
FACS  ločevalnik fluorescentno označenih celic (angl. fluorescent activated cell 
sorting) 
HDR  popravljanje s homologno rekombinacijo (angl. homology direct repair) 
HRM  analiza talilne krivulje visoke ločljivosti (angl. high resolution melting) 
Kb  kilobazni par 
Mb  megabazni par 
MgCl2  magnezijev klorid 
N nukleotid 
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NCBI  angl. National center for biotechnology information 
NGS  sekvenciranje naslednje generacije (angl. next generation sequencing) 
NHEJ  združevanje nehomolognih koncev (angl. non-homologous end joining) 
NTC  negativna kontrola brez matrične DNA (angl. non template control) 
PAGE  poliakrilamidna gelska elektroforeza (angl. polyacrialamide gel 
electrophoresis) 
PAM  angl. protospacer adjacent motif 
PCR  verižna reakcija s polimerazo (angl. polymerase chain reaction) 
q  kvalitetna oziroma Phred vrednost posamezne baze (angl. phred quality 
scores) 
qPCR  kvantitativni PCR (angl. quantitative PCR) 
rcf  relativna centrifugalna sila (angl. relative centrifugal force) 
RNA  ribonukleinska kislina (angl. ribonucleic acid) 
Rv  protismerni začetni oligonukleotid 
S.D.  standardni odklon (angl. standard deviation) 
sgRNA  enoverižna vodeča RNA (angl. single guide RNA) 
SNP  polimorfizem posameznega nukleotida (angl. single nucleotide 
polymorphism) 
T timin 
Ta temperatura prileganja začetnih oligonukleotidov na matrično DNA 
TALEN  nukleaze TAL efektorjev (angl. transcriptional activator-like effector 
nucleases) 
Taq  angl. Thermus aquaticus 
Tm talilna temperatura (angl. melting temperature) 
TN  pravilno negativen (angl. true negative) 
TP  pravilno pozitiven (angl. true positive) 
tracrRNA angl. trans-activating CRISPR RNA 
WT  divji tip (angl. wild type) 
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Adapter  kratka, in vitro sintetizirana dvoverižna DNA, s katero vnesemo na 
konce molekul DNA znano zaporedje 
Alel  ena izmed različnih oblik zapisa DNA na določenem mestu na 
kromosomu 
Anevploidija  poveča ali zmanjša se število samo nekaterih kromosomov 
Barkoda  del nukleotidnega zaporedja, ki se doda PCR-pomnožkom za 
označitev, nadalnjo selekcijo, pomnožitev ter sekvenciranje 
Delecija  skrajšanje nukleotidnega zaporedja za enega ali nekaj nukleotidov 
Duplikacija del kromosoma se podvoji 
Ekson  del zaporedja gena, imenovan tudi kodirajoče zaporedje, ki se pri 
prepisovanju DNA ne odstrani. Skupaj sestavljeni eksoni se prevedejo 
in dobimo ustrezen protein. 
FastQ zapis tekstovni zapis nukleotidnih zaporedij z dodanimi vrednostmi 
kvalitete sekvenciranja za posamezen nukleotid 
Indel  genetske spremembe pri katerih se doda ali odstrani en ali več baznih 
parov 
Insercija  podaljšanje nukleotidnega zaporedja za enega ali nekaj nukleotidov, 
ki se vrinejo 
Interkalacija reverzibilna umestitev molekule med druge dve ali več molekul 
Inverzija  del kromosoma se obrne 
Ligacija  encim DNA ligaza z reakcijo tvorbe fosfodiestrske vezi kovalentno 
poveže nukleotide 
Odčitek  zaporedje DNA, ki smo mu z metodo sekvenciranja nove generacije 
določili nukleotidno zaporedje 
Pomnožek produkt pomnoževanja DNA preko reakcije PCR 
Talilna temperatura temperatura, pri kateri je polovica DNA verig v obliki dvojne 
vijačnice, polovica pa v naključno zviti obliki 
Transfekcija proces vstavljanja nukleinskih kislin v evkariontske celice 
Translokacija premik večjega dela DNA med različnimi lokacijami na kromosomu 
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Biološka zdravila so farmacevtske učinkovine na osnovi proteinov ali nukleinskih kislin in 
se uporabljajo v terapevtske ali diagnostične namene in vivo ter niso pridobljene z 
neposredno ekstrakcijo iz naravnih bioloških virov (Walsh, 2002). Prodaja bioloških zdravil 
zelo hitro narašča. V letu 2016 je bilo med 10 najbolj prodajanimi zdravili, kar 9 zdravil 
biološkega izvora (Lindsley, 2017). 
 
Poznamo več različnih ekspresijskih sistemov za biološka zdravila. Največkrat se 
uporabljajo bakterije E. coli, kvasovke ali sesalski ekspresijski sistemi. Uporaba sesalskih 
ekspresijskih sistemov v primerjavi z ostalimi narašča (Slika 1) (Walsh, 2014).  
 
 
Slika 1: Deleži odobritve sesalskih ekspresijskih sistemov v primerjavi z ostalimi ekspresijskimi sistemi za 
proizvodnjo bioloških zdravil (Walsh, 2014) 
 
Za proizvodnjo kompleksnih bioloških zdravil se najpogosteje med sesalskimi celičnimi 
linijami uporablja celična linija CHO. Z orodji spreminjanja genoma lahko reguliramo 
izražanje genov in tarčno izbijamo ali vnašamo gene. Tako lahko izboljšamo produktivnost, 
kakovost in stabilnost bioloških zdravil (Lee in sod., 2015b). 
 
Sistem CRISPR/Cas9 (angl. clustered regularly interspaced short palindromic repeats, 
CRISPR associated protein - Cas9) je učinkovito orodje za spreminjanje genoma v sesalskih 
celicah in ima velik potencial za uporabo v biotehnologiji (Ran in sod., 2013; Ronda in sod., 
2014). Metoda je bila prvič predstavljena leta 2012 (Jinek in sod., 2012) in je zaradi svoje 
visoke učinkovitosti, nizkih stroškov, robustnosti in enostavnosti uporabe najpogosteje 
uporabljeno orodje za spreminjanje genoma (Ronda in sod., 2014). 
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Eden izmed načinov detekcije sprememb v genomu povzročenih s sistemom CRISPR/Cas9 
je analiza talilne krivulje visoke ločljivosti (HRM, angl. high resolution melting curve 
analysis). HRM je relativno nova metoda namenjena genotipizaciji znanih sprememb v 
zaporedju DNA in pregledovanju neznanih DNA sprememb. Je enostavna, poceni in hitra 
metoda (Wittwer, 2009), uspešnost detekcije nukleotidnih sprememb pa je odvisna od 
reakcije PCR, naprave za izvajanje metode HRM (ciklični termostat za reakcijo PCR v 
realnem času z dodatno funkcijo HRM) ter od barvila, ki se veže v dvoverižno DNA 
(dsDNA) (Wittwer, 2009). 
1.1 CILJI RAZISKOVALNEGA DELA 
Namen dela je vpeljava in optimizacija metode HRM za hitro in učinkovito detekcijo 
sprememb DNA povzročenih s tehnologijo CRISPR/Cas9. Prvi cilj raziskovalnega dela je 
načrtovanje, preverjanje in optimizacija začetnih oligonukleotidov za vsaj 5 genskih regij. 
Preverili smo uspešnost izolacije gDNA (genomska DNA) iz celic CHO z reagenti KAPA 
Express Extract Kit ter opredelili najprimernejšo redčino gDNA-izolatov. Določili smo 
minimalno količino celic CHO, ki še omogoča uspešno izolacijo zadostne količine in dovolj 
kvalitetne genomske DNA za analizo rezultatov HRM. Glavni cilj magistrskega dela je bila 
detekcija CRISPR/Cas9 induciranih sprememb v DNA z metodo HRM ter potrditev 
identificiranih sprememb z metodo sekvenciranja naslednje generacije (NGS). 
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
V sklopu magistrskega dela smo preverili naslednje hipoteze: 
 
 S kompletom reagentov KAPA Express Extract Kit izolirana gDNA je dovolj 
kvalitetna za pomnoževanje s qPCR in analizo HRM. 
 Izolacija je robustna in omogoča izolacijo zadostne količine gDNA tudi iz 
manjšega števila celic CHO. 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 CELICE CHO 
Vse celične linije CHO izvirajo iz celic jajčnikov kitajskega hrčka, izoliranih v letu 1956, ki 
so spontano prešle v nesmrtno celično linijo. Diploidne celice CHO so že zgodaj postale 
priljubljene za študije sesalske genetike in celične fiziologije, saj so robustne, hitro rastoče 
ter jih je zaradi 11 parov velikih kromosomov enostavno identificirati (Puck in sod., 1958). 
 
Leta 1986 je bilo odobreno prvo rekombinantno biološko zdravilo proizvedeno v celicah 
CHO. To je bil tkivni plazminogenski aktivator. Od takrat naprej je proizvodnja 
rekombinantnih bioloških zdravil v celicah CHO močno narastla, saj je tako pridelano 
zdravilo predstavljalo večjo verjetnost za odobritev s strani regulatornih inštitucij (Butler in 
Spearman, 2014).  
 
Danes so celice CHO najpogosteje uporabljena sesalska celična linija zaradi: 
 zmožnost adaptacije in rasti v suspenzijski kulturi, ki je primerna za industrijsko 
gojenje kulture v industrijskem merilu, 
 predstavljajo majhno tveganje za ljudi, saj je le nekaj humanih virusov sposobno 
razmnoževanja v celicah CHO, 
 rastejo lahko v brezserumskih gojiščih in tudi v kemijsko definiranih gojiščih, kar 
zagotavlja ponovljivost med različnimi šaržami celične kulture, 
 zmožnost post-translacijskih modifikacij rekombinantnih proteinov, ki so 
kompatibilni in bioaktivni tudi v ljudeh; 
 dobro vzpostavljeni sistemi za izražanje vstavljenih genov (DHFR in GS selekcijska 
sistema), kar se kaže v visokih titrih rekombinantnih proteinov.  
 
Produktivnost rekombinantnih proteinov, pridobljenih iz celic CHO se je povečala tudi za 
100-krat. Takšno izboljšanje produktivnosti pa je predvsem posledica optimizacije procesov 
gojenja ter razvoja stabilnih in visoko producirajočih linij (Lai in sod., 2013). 
2.2 UPORABA ORODIJ SPREMINJANJA GENOMA 
Biofarmacevtska industrija stremi k stalnemu izboljševanju celičnih linij CHO z 
optimizacijami bioprocesov in spreminjanjem genoma (Xu in sod., 2015). 
 
Razvoj celičnih linij temelji na naključni in stabilni integraciji ekspresijskega vektorja, ki 
nosi genski zapis za tarčni protein, v genom celic CHO (Krämer in sod., 2010). Naključna 
integracija povzroči heterogeno celično populacijo z različnimi stopnjami izražanja 
rekombinantnega proteina, ki so lahko zaradi vstavljanja v heterokromatinske regije zelo 
šibko izraženi. Zato je potrebno pregledati veliko število klonov, da bi našli redke klone s 
stabilno integriranim ekspresijskim vektorjem v transkripcijsko aktivnih kromatinskih 
regijah. Z uporabo orodij tarčne integracije ekspresijskega vektorja v CHO-genom se 
zmanjša število naključnih insercij tarčnega gena v genom in poveča možnost za visoko 
produktivne celične linije (Lalonde in Durocher, 2017). Poleg tarčne integracije pa so z 
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uporabo istih orodij urejanja genoma mogoče še tarčne delecije ter tarčno popravljanje 
genoma (Maeder in Gersbach, 2016). 
 
Za tarčno spreminjanje genoma sesalskih celic, se uporabljajo predvsem orodja, ki temeljijo 
na uporabi nukleaz, kot so meganukleaze, nukleaze z motivi cinkovih prstov (ZFN), 
nukleaze TAL efektorjev (TALEN) in preko RNA vodene nukleaze Cas (CRISPR/Cas) 
(Sander in Joung, 2014).  
 
Nukleaze Cas so vodene do specifičnega zaporedja v genomu, na katerem inducirajo prelom 
dvojne vijačnice. S tem sprožijo popravljalne mehanizme DNA, kar povzroči spremembe v 
tarčnem DNA zaporedju (Gaj in sod., 2013). 
 
Z objavo podatkov osnutka nukleotidnega zaporedja genoma celične linije CHO-K1 (Xu in 
sod., 2011) ter poznejšimi osnutki genomov CHO (Lewis in sod., 2013; Brinkrolf in sod., 
2013) je mogoča učinkovita sprememba DNA-zaporedij z novejšimi (tarčnimi) metodami 
spreminjanja genoma (Ronda in sod., 2014; Lee in sod., 2015a). 
2.2.1 CRISPR/CAS9 
Sistem CRISPR/Cas9 se uporablja za popravljanje genskih okvar, vnos delecij in insercij, 
represijo in aktivacijo genov ter za preverjanje ali iskanje določenega zaporedja v genomu 
(Nielsen in Borth, 2015).  
 
CRISPR/Cas so sistemi pridobljene imunosti, ki določenim bakterijam in arhejam 
omogočajo odziv in izločitev tujih genetskih elementov, kot so bakteriofagi in plazmidi 
(Barrangou in sod. 2007). CRISPR/Cas sisteme glede na mehanizem delovanja razdelimo v 
3 skupine (Makarova in sod., 2011) in sicer: 
 CRISPR/Cas sistem skupine 1: Reže in razgradi tarčno DNA.  
 CRISPR/Cas sistem skupine 2: Tarčno DNA le reže in jo ne razgradi.  
 CRISPR/Cas sistem skupine 3: Reže DNA ali RNA (Arbuthnot, 2015) in je manj 
specifičen kot ostali, saj za rezanje ne potrebuje PAM (angl. protospacer adjacent 
motif) zaporedja (Hsu in sod., 2014).  
 
Razvit pa je tudi CRISPR/Cas sistem skupine 2 z neaktivno nukleazo Cas9 (angl. dCas9), ki 
ne reže DNA (Jinek in sod., 2012). 
 
Za spreminjanje genoma se najbolj pogosto uporablja CRISPR/Cas sistem skupine 2 (Wang 
in sod., 2016), ki ga sestavlja Cas9 in dve nekodirajoči RNA, crRNA (angl. CRISPR RNA) 
in tracrRNA (angl. trans-activating CRISPR RNA). Obe nekodirajoči RNA se lahko združi 
v eno himerno enoverižno vodečo RNA, imenovano sgRNA (angl. single guide RNA). 
Tarčna regija genomske DNA mora biti komplementarna prvim 17-20 nukleotidom sgRNA 
tarčnega nukleotidnega zaporedja in PAM regiji, ki se nahaja poleg 3’konca tarčnega 
nukleotidnega zaporedja. PAM je ohranjen sekvenčni motiv, ki je pri nukleazi Cas9 nujen 
za prepoznavo in rezanje tarčnega zaporedja. Pri nukleazi Cas9 iz Streptococcus pyogenes 
je nukleotidno zaporedje PAM-regije NGG. Vezava sgRNA z endonukleazo Cas9 omogoča 
tarčno rezanje nukleotidnega zaporedja preko dveh nukleaznih mest znotraj Cas9, ki režejo 
3 bazne pare (bp) od PAM regije proti 5' koncu (Slika 2) (Wu in sod., 2014). 
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Slika 2: Sistem CRISPR/Cas9 (Wu in sod., 2014) 
 
Nastane dvojni prelom DNA s topimi konci (Wu in sod., 2014). Dvojni prelom, povzročen 
zaradi delovanja nukleaz, se lahko popravi na dva načina (Slika 3). Lahko pride do 
združevanja nehomolognih koncev (NHEJ; angl. non-homologous end joining) ali pa do 




Slika 3: Prikaz spreminjanja genoma po dvojnem prelomu z nukleazo (Sander in Joung, 2014) 
 
Pri NHEJ se oba konca dvojnega preloma ligirata. Med ligacijo lahko prihaja do naključnih 
insercij/delecij nukleotidov. Če pride do dveh ali več dvojnih prelomov, lahko pride do 
delecij celotne genske regije (Harrison in sod., 2014). V primeru NHEJ dobimo heterogeno 
populacijo z insercijami in delecijami v tarčni DNA (Waters in sod., 2014).  
 
HDR je popravljalni mehanizem, ki za razliko od NHEJ izvede točno določene delecije, 
zamenjave baz ali insercije tarčnega nukleotidnega zaporedja v prisotnosti donorske 
matrične DNA. Donorska matrična DNA vsebuje zaporedje DNA, ki je homologno robnim 
koncem tarčne DNA. Poleg tega lahko celice kot matrico DNA za opravilo dvojnega DNA-
preloma uporabijo tudi endogeno DNA, zato je v tem primeru dvojni prelom DNA 
popravljen brez vključitve donorske DNA. HDR je preciznejši, vendar navadno manj 
uspešen način popravljanja kot NHEJ (Harrison in sod., 2014; Peng in sod., 2014). 
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Uspešnost spreminjanja genoma s sistemom CRISPR/Cas9 se razlikuje med različnimi 
organizmi, tkivi ter celicami in je odvisen od izbire tarčnega mesta, načrtovanja sgRNA, 
lastnosti endonukleaze in učinkovitosti DNA-popravljalnih mehanizmov (Bortesi in sod., 
2016). 
 
Kljub 22 bp specifičnosti (5’X20NGG-3’, X20 označuje sgRNA nukleotidno zaporedje, N pa 
katerokoli bazo nukleinske kisline) sistema CRISPR/Cas9 pa lahko pride tudi do netarčnega 
rezanja DNA, saj sistem tolerira neujemanja nukleotidnega zaporedja med sgRNA in tarčno 
DNA predvsem v 5’ koncu sgRNA. Ne omogoča pa razreza v primeru razlik v regiji med 6-
11 bp od zaporedja PAM proti 5’ koncu sgRNA (Cho in sod., 2014). Za načrtovanje sgRNA 
za urejanje genoma CHO in učinkovito napoved možnih netarčnih rezanj načrtane sgRNA 
je bilo razvito orodje CRISPy. CRISPy je prvo bioinformacijsko orodje za načrtovanje 
sgRNA z metodo CRISPR za celične linije CHO (Ronda in sod., 2014). 
2.2.2 CRISPR/Cas9 v celicah CHO 
Prva objava o uporabi CRISPR/Cas9 sistema v celicah CHO je iz leta 2014, v kateri so 
avtorji s hkratno uporabo 8 sgRNA (po 4 za vsak gen) tarčno spremenili nukleotidno 
zaporedje za dva izbrana gena (COSMC in FUT8), katerih proteina sodelujeta pri procesu 
glikozilacije. S tarčnim sekvenciranjem so dokazali med 13,6 in 47,3 % uspešnost urejanja 
FUT8-regije ter med 10,3 in 66,7 % uspešnost urejanja regije COSMC (Ronda in sod., 2014). 
 
Kasneje so Shin in sod. (2015) preverjali uspešnost genetskih sprememb in netarčno rezanje 
sistema CRISPR/Cas9 v treh zaporednih transfekcijah (tri zaporedne transfekcije izvedene 
vsakih 8 ur) v primerjavi z rezultati prve transfekcije. S CRISPR/Cas9 so urejali dve 
eksonski regiji. V prvem eksonu je bilo po ponavljajoči transfekciji genetsko spremenjenih 
80 % nukleotidnega zaporedja (po prvi transfekciji 70 %), v drugem eksonu pa 60 % 
nukleotidnega zaporedja (po prvi transfekciji 30 %). Zanimivo je, da s ponavljajočimi 
transfekcijami niso zaznali povišanja netarčnega rezanja glede na prvo transfekcijo. 
 
Za večjo uspešnost urejanja genoma je pogosta obogatitev CRISPR/Cas9 genetsko 
spremenjenih celic CHO z metodo FACS (angl. fluorescent activated cell sorting), ki glede 
na fluorescentno oznako omogoča ločitev celic, ki so uspešno sprejele CRISPR/Cas9 od 
tistih, kjer do vnosa sistema ni prišlo (Grav in sod., 2015; Lee J. S. in sod., 2016; Lonowski 
in sod., 2017). Obogatitev z metodo FACS se priporoča predvsem pri poskusih, kjer 
pričakujemo delovanje popravljalnega mehanizma HDR (Lee J. S. in sod., 2016). 
 
Obogatitev števila kopij genov v celicah CHO se lahko izvede s CRISPR interferenco, ki 
omogoča regulacijo prepisovanja gena, preko dCas9 (angl. dead Cas9) ter sgRNA. Shen in 
sod. (2017) so s CRISPR interferenco obogatili celice, transficirane z vektorjem, ki vključuje 
gen za tarčni protein in gen za selekcijski marker ter jih nato izpostavili selekcijskemu 
srestvu. Po izpostavitvi so preverili število kopij obeh genov ter ugotovili 3-kratno povišanje 
število kopij gena za selekcijo ter 3,8-kratno povišanje števila kopij gena za sintezo tarčnega 
proteina. 
 
Poznane so študije, kjer so v celice CHO uspešno tarčno integrirali in izbili daljše regije 
nukleotidnega zaporedja (Hu in sod., 2016; Lee in sod., 2015a). Tako so Hu in sod. (2016) 
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pri 2 od 180 klonih celic CHO uspeli z dvema sgRNA s sistemom CRISPR/Cas9 izbiti 46 
kb dolg gen za karboksipeptidazo CpD. Lee in sod. (2015a) pa je uspelo v celice CHO z 
metodo CRISPR/Cas9 preko popravljalnega mehanizma HDR vstaviti 3,7 kb dolg gen. 
2.3 METODE DETEKTIRANJA CRISPR-SPREMEMB V DNA 
Najdražja ter časovno in delovno najzahtevnejša stopnja CRISPR/Cas9-metode je 
pregledovanje (angl. screening) in identifikacija s CRISPR-spremenjenih/urejenih celičnih 
klonov (Bell in sod., 2014). Za preverjanje uspešnosti vnosa genetskih sprememb s 
CRISPR/Cas9-sistemom obstaja več presejalnih metod, pri čemer se priporoča kombinacija 
vsaj dveh (D’Agostino in sod., 2016). V preglednici 1 je primerjava najpogostejših metod 
uporabljenih za detekcijo tarčnih nukleotidnih sprememb, ki so nastali s sistemom 
CRISPR/Cas9.  
 
Vse metode navedene v preglednici 1 temeljijo na reakciji PCR. V kolikor velike delecije 
presegajo meje PCR-pomnožka, jih z reakcijami PCR ne uspemo detektirati, velike insercije 
pa se pomnožujejo mnogo manj učinkovito, kot majhne genetske spremembe. Zato so te 
metode, ki temeljijo na reakciji PCR nagnjene k nižji oceni pogostosti tarčnih genetskih 
sprememb. Večje spremembe v DNA nastajajo predvsem pri uporabi dveh ali več sgRNA 
za isti kromosom. Zato velja, da so metode, navedene v preglednici 1, primernejše za 
detekcijo CRISPR/Cas9-sprememb, ki so bile sprožene z eno sgRNA na kromosom 
(Zischewski in sod., 2016).  
Preglednica 1: Metode za detekcijo tarčnih genetskih sprememb nastalih s CRISPR/Cas9. Ocenjeni stroški na 
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Encimska cepitev ob neujemanju, metoda HRM in analiza mobilnosti heterodupleksov z 
nativno poliakrilamidno gelsko elektroforezo (PAGE; angl. polyacrialamide gel 
electrophoresis) so metode, ki temeljijo na detekciji neujemanja med genetsko 
spremenjenimi kloni in divjim tipom. Prvi koraki so enaki pri vseh treh metodah. Najprej se 
z reakcijo PCR pomnoži tarčno zaporedje. Med ponavljočimi cikli reakcije PCR se s 
temperaturno denaturacijo porušijo vezi med komplementarnimi bazami dsDNA, nastane 
enoverižna DNA in nato z znižanjem temperature pride do ponovnega prileganja oziroma 
nastanka vodikovih vezi med komplementarnimi bazami (Zischewski in sod., 2016). Če sta 
po koncu reakcije PCR prilegani verigi komplementarni, pride do nastanka homodupleksov. 
Če pa se komplementarni verigi razlikujeta v nukleotidnem zaporedju, nastanejo 
heterodupleksi (Slika 4) (Hatcher in sod., 1993).  
 
 
Slika 4: Metode, ki temeljijo na detekciji neujemanja genetsko spremenjenih klonov z divjim tipom 
(Zischewski in sod., 2014). Mutant je klon s spremenjenim genomom glede na divji tip 
 
Ena najenostavnejših metod za detekcijo DNA sprememb je metoda analize mobilnosti 
heterodupleksov (angl. heteroduplex mobility assay) z nativno PAGE. Zaradi drugačne 
strukture na mestu neujemanja med okvarjeno in neokvarjeno DNA verigo, potujejo 
heterodupleksi DNA v elektroforeznem gelu mnogo počasneje kot homodupleksi DNA. 
Detekcija s PAGE je občutljivejša od detekcije z agarozno gelsko elektroforezo (Zhu in sod., 
2014). Prednost analize mobilnosti heterodupleksov v elektroforeznem gelu pred metodami 
encimske cepitve ob neujemanju je, da ne vključuje časovno potratne encimske reakcije, 
zato ni lažno negativnih rezultatov povzročenih z nepopolnim razrezom heterodupleksov. 
Vendar pa je metoda analize mobilnosti heterodupleksov učinkovita le za kratke PCR-
pomnožke in je dolgotrajna. Poleg tega lahko s to metodo detektiramo le enonukleotidne 
spremembe (angl. SNP) in kratke indel-genetske spremembe (Zischewski in sod. 2016). 
 
Metode encimske cepitve ob neujemanju (EMC; angl. enzyme mismatch cleavage) so 
enostavne, stroškovno učinkovite metode za detekcijo indel v zaporedju DNA ter so zato 
najpogosteje uporabljene za preverjanje genetskih sprememb. Encimi prepoznajo in 
razrežejo heterodupleks DNA na mestu neujemanja. Uporabljajo se predvsem T7E1 
endonukleaze in S1 nukleaze. T7E1 prepozna in reže heteroduplekse DNA pri prvi, drugi ali 
tretji fosfodiesterski vezi od neujemanja proti 5’ koncu (Zischewski in sod., 2016), z 
občutljivostjo med 0,5-5 % (Kim in sod., 2013; Zhu in sod., 2014). S1 endonukleaze, kot sta 
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npr. CEL (komercialno znane kot Surveyor) in ENDO, so nukleaze, ki selektivno cepijo 
enoverižno DNA in RNA (Vouillot in sod., 2015). Prepoznavajo SNP-e ali majhne indele in 
režejo enoverižne konce, ki nastanejo pri neujemanju dvoverižne DNA (npr. heterodupleks 
DNA). Omogočajo detekcijo 3 % deleža heterodupleksov (Qui in sod., 2004). Slabost T7E1 
in S1 endonukleaz je, da velikokrat podcenijo pogostost genetskih sprememb. Zaradi 
specifičnega encimskega mehanizma delovanja (rezanje le v primeru neujemanj med 
komplementarnima verigama DNA) namreč ne omogočajo detekcije genetsko spremenjenih 
homodupleksov, nastalih s hibridizacijo dveh identičnih genetsko spremenjenih enojnih 
verig DNA-pomnožkov (Kim in sod., 2014).  
 
Sekvenciranje je najbolj informativna metoda za preverjanje učinkovitosti spreminjanja 
genoma z metodo CRISPR/Cas9 (D’Agostino in sod., 2016). Ena izmed metod 
sekvenciranja je t.i. sekvenciranje so Sangerju. Leta 1977 je Frederick Sanger s sodelavci 
uporabil metodo, pri kateri so za sintezo DNA pripravili 4 reakcijske mešanice, v katere so 
poleg DNA polimeraze, začetnega oligonukleotida, primernega pufra in deoksinukleotidov 
v primernih koncentracijah v vsako od reakcij dodali še po eno vrsto dideoksinukleotidov. 
Dideoksinukleotidom manjka 3' OH skupina na ribozi, zato med potekom sinteze DNA ne 
morejo tvoriti fosfodiesterske vezi z naslednjim nukleotidom v verigi, zato se sinteza 
molekule DNA ustavi. V vsaki od štirih reakcij so pridobili fragmente različnih velikosti, ki 
so jih preverili na akrilamidni gelski elektroforezi (Sanger in sod., 1977). Metodo 
sekvenciranja po Sangerju so v naslednjih desetletjih optimizirali z uporabo flourescentno 
označenih dideoksinukleotidov, kapilarne elektroforeze in termostabilnih polimeraz 
(Mardis, 2013). Po treh desetletjih postopnih izboljšav, sekvenciranje po Sangerju omogoča 
dolžine odčitkov do približno 1000 bp in natančnost do 99,999 % (Shendure in Ji, 2008). 
Metoda ima omejitve zaradi nezmožnosti hkratnega sekvenciranja večih tarč, omejene 
občutljivosti za detekcije genetskih sprememb v primerih nizke zastopanosti spremenjenega 
DNA-zaporedja (pod 10 %), težje detekcije v primeru heterogenih vzorcev ter manjše 
stroškovne učinkovitosti v primerjavi z metodami NGS (Arsenic in sod., 2015). 
2.3.1 Metode sekvenciranja naslednje generacije (NGS) 
Metode NGS (angl. next generation sequencing) omogočajo hkratno sekvenciranje velikega 
števila vzorcev (Kulski, 2016). Uporabljajo se za sekvenciranje genoma, transkriptoma, 
eksoma, tarčno sekvenciranje in določanje metilacijskega profila DNA (Kulski, 2016). 
Tarčno sekvenciranje z NGS je učinkovito za odkrivanje SNP in kratkih indel genetskih 
sprememb (Grasso in sod., 2014). Običajno se postopek tarčnega sekvenciranja začne z 
obogatitvijo tarčne regije z reakcijo PCR ob prisotnosti začetnih oligonukleotidov 
specifičnih za tarčno regijo. Za pridobitev NGS knjižnic se PCR-pomnožke ligira z adapterji 
specifičnimi za sekvenator ter izvede sekvenciranje z metodo NGS (Wiley in sod., 2014). 
 
Sekvenciranje PCR-pomnožkov se izvaja pretežno na napravi Illumina MiSeq, saj omogoča 
veliko fleksibilnost, visoko pretočnost vzorcev, hitro pridobitev podatkov, dokaj dolge 
odčitke nukleotidnih zaporedij in visoko natančnost (Wen in sod., 2017). Illumina 
sekvenatorji delujejo na osnovi sekvenciranja s sintezo, ki uporablja fluorescentno označene 
terminatorje, kateri so reverzibilno vezani na deoksinukleotide (angl. dNTP). Primerno 
redčene enoverižne DNA-knjižnice se nanese na pretočno celico, kjer se hibridizirajo na 
imobilizirane kovalentno vezane adapterje ter namnožijo v reakciji premostitvenega PCR 
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(Slika 5). Iz samostojnih enoverižnih knjižnic nastanejo klonalno namnožene gruče, ki 
vsebujejo po okoli 1000 DNA-klonov (Leong in sod., 2014). 
 
 
Slika 5: Reakcija premostitvenega PCR (Leong in sod., 2014) 
 
Po reakciji premostitvenega PCR se gruče denaturirajo. Protismiselne (angl. reverse) verige 
se cepi in izpere, da ostanejo le smiselne (angl. forward) verige. Sekvenciranje smiselnih 
verig se začne s hibridizacijo začetnih oligonukleotidov na komplementarna nukleotidna 
zaporedja adapterjev (Voelkerding in sod., 2009). Pri sekvenciranju sodeluje DNA-
polimeraza in mešanica 4 različno flourescentno označenih terminatorskih reverzibilnih 
nukleotidov. Izvede se štiribarvna ciklična reverzibilna terminacijska reakcija, pri kateri se 
posamezni komplementarni fluorescentno označeni nukleotidi vežejo na molekulo DNA. V 
vsakem ciklu so prisotni vsi 4 različni nukleotidi, vendar se doda le po en nukleotid na 
reakcijo, saj je vsak nukleotid blokiran na 3-OH mestu riboze. To preprečuje polimerazi 
vstavljanje dodatnega nukleotida. Sekvenciranje poteka po naslednjem vrstnem redu:  
 dodajanje nukleotidov,  
 spiranje nevezanih nukleotidov,  
 slikanje pretočne celice za identifikacijo vsake gruče, ki oddaja fluorescentni signal,  
 kemična odcepitev fluorescentne skupine in  
 deblokacija 3-OH skupine (Mardis, 2013).  
 
Omenjena serija dogodkov se izvede v predhodno določenem številu ciklov (Mardis, 2013).  
2.3.2 Analiza talilne krivulje visoke ločljivosti (HRM) 
Taljenje DNA se je v preteklosti spremljalo preko UV absorbance, kjer so bile za visoko-
kvalitetne talilne krivulje potrebne mikrogramske količine DNA ter počasno zviševanje 
temperature (0,1-1,0 °C/min) (Reed in sod., 2007, cit. po Wittwer in Kusukawa, 2004). 
Detekcija preko UV absorbance temelji na povišanju absorbance zaradi taljenja DNA ob 
povišanju temperature. Enoverižna DNA namreč pri valovni dolžini 260 nm bolj absorbira 
ultravijolično svetlobo kot dvoverižna DNA (Pelley, 2012). Večjo občutljivost taljenja DNA 
omogoča uporaba fluorescenčnih barvil, ki se vgradijo v dvoverižno DNA in analiza preko 
zaznavanja fluorescence. Pri tem so zadostne že nanogramske količine DNA, pridobljene po 
kvantitativni verižni reakciji s polimerazo (angl. qPCR) ter hitrejše višanje temperature (0,1-
1,0 °C/sec). Metode, ki spremljajo taljenje DNA preko fluorescence so postale priljubljene 
po odkritju reakcije qPCR (Reed in sod., 2007, cit. po Wittwer in Kusukawa, 2004). Prve 
analize talilne krivulje preko fluorescence so se izvajale na napravi LightCycler (Wittwer in 
sod., 1997a; Wittwer in sod., 1997b; Ririe in sod., 1997). Majhni volumni in hitrejši prenos 
toplote sta omogočila boljšo temperaturno kontrolo (Wittwer in sod., 1997a). Na začetku se 
je uporabljalo interkalarno fluorescentno barvilo SYBR Green (Wittwer in sod., 1997b). V 
11 
Žnidaršič A. Detekcija genomskih sprememb … z analizo talilne krivulje visoke ločljivosti.  





naslednjih letih se je z uporabo nenasičenih fluorescentnih barvil in visoko ločljivostnih 
naprav razvila analiza talilne krivulje visoke ločljivosti (Reed in sod., 2007). 
 
Metoda HRM s postopkom taljenja dvoverižne DNA (dsDNA) identificira že majhne 
nukleotidne razlike v zaporedju PCR-pomnožkov. Za uspešno izvedbo metode HRM 
potrebujemo DNA-specifično barvilo, visokokakovostno napravo za izvedbo postopka 
analize talilne krivulje ter napredni program za analizo (Sun in sod., 2016). Pred izvedbo 
postopka taljenja dsDNA je potrebna reakcija PCR za obogatitev tarčne regije, kjer se nahaja 
mesto urejanja/rezanja (Zischewski in sod., 2016). Po pomnožitvi DNA se s počasnim 
segrevanjem vzorcev izvede taljenje dsDNA, pri čemer naprava zajema podatke o 
fluorescenci. Barvilo vezano v dsDNA pri nizkih temperaturah močno fluorescira. Z 
višanjem temperature se dsDNA razklenja in sprošča barvilo, ki v DNA-nevezani obliki ne 
flourescira, zato se fluorescenca počasi niža. Pri temperaturi prehoda DNA iz dvoverižne v 
enoverižno obliko, pa fluorescenca strmo pade (Reed in sod., 2007). Pri krajših PCR-
pomnožkih je prehod iz dvoverižne oblike v enoverižno obliko izveden v eni stopnji brez 
vmesnih stanj. Daljši PCR-pomnožki pa lahko prehajajo iz dvoverižne v enoverižno obliko 
v večih stopnjah in zato prikazujejo več talilnih vrhov, saj se regije bogate z AT (adenozini, 
timini) talijo pri nižjih temperaturah, kot regije bogate z GC (gvanini, citozini) (Erali in 
Wittwer, 2010). Talilni vrhovi navadno predstavljajo dolžine med 50 in 300 bp (Wittwer in 
sod., 2003). 
 
Na taljenje DNA vpliva več dejavnikov, ki so odvisni ali neodvisni od lastnosti DNA 
(Taylor, 2009). Dejavniki, ki so odvisni od lastnosti DNA so dolžina pomnoženega 
nukleotidnega zaporedja, porazdelitve gvaninov in citozinov po molekuli DNA ter 
heterozigotnost (Ririe, 1997). Dejavniki, ki niso odvisni od lastnosti DNA so ionska jakost 
pufra, koncentracija DNA in prisotnost drugih molekul, kot npr. DMSO (dimetil sulfoksid) 
in betain (Rees in sod., 1993; Ahsen in sod., 2001).  
 
Spremembe v DNA se najpogosteje spremlja s fluorescentnimi barvili, ki se interkalirajo v 
dsDNA (Reed in Wittwer, 2004). Najbolj pogosto uporabljeno interkalarno fluorescentno 
barvilo je nenasičeno interkalarno barvilo SYBR Green. Ta pa za večino aplikacij HRM ni 
primerno, saj ob visokih koncentracijah inhibira PCR-reakcijo in vpliva na Tm (talilna 
temperatura; angl. melting temperature) produktov PCR (Sun in sod., 2016). Tm je 
temperatura pri kateri je 50 % vzorca DNA v dvoverižni obliki in 50 % v enoverižni obliki. 
Običajno je Tm višja pri daljših PCR-pomnožkih ter PCR-pomnožkih z visoko GC 
vsebnostjo. Grafično je najlažje določljiva z grafom negativnega odvoda fluorescence glede 
na temperaturo (Slika 6) (Kapa Biosystems, 2016). 
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Slika 6: Primer talilne krivulje s talilnim vrhom z vrednostjo Tm = 77 °C (Kapa Biosystems, 2016) 
 
Nenasičena barvila se ob taljenju dsDNA prerazporejajo iz taljene regije, ki je že v 
enoverižni obliki nazaj v dsDNA (Slika 7a). Zato so razvili nove vrste dsDNA-interkalarnih 
barvil, to so nasičena barvila in barvila, ki sproščajo signal po potrebi. Ta barvila ne 
inhibirajo DNA-polimeraze in ne spreminjajo Tm pomnožkov PCR. Primer nasičenih barvil 
sta barvili SYT09 ali LCGreen (Slika 7b) (Sun in sod., 2016). Pri primerjavi nasičenih in 
nenasičenih fluorescentnih barvil je barvilo LCGreen edino, ki omogoča detekcijo 
heterodupleksov (Wittwer in sod., 2003). Barvila, ki sproščajo signal po potrebi, kot je 
barvilo EvaGreen (Slika 7c), se lahko uporablja tudi v nenasičenih koncentracijah. Zaradi 
posebnega mehanizma emisije fluorescence, barvilo ob vrinjanju v dsDNA emitira visok 
fluorescentni signal, ob sprostitvi barvila v tekočini pa je fluorescentni signal zadušen (Sun 
in sod., 2016). 
 
 
Legenda: A: Pri nenasičenih koncentracijah barvila se ob taljenju molekule barvila hitro prerazporejajo do 
regij, ki so še vedno v dvoverižni obliki. Zato ne pride do zmanjšanja fluorescence; B, C: Nasičena barvila in 
barvila, ki sproščajo signal po potrebi se ob taljenju ne prerazporejajo iz enoverižnih v dvoverižne dela DNA. 
Slika 7: Delovanje interkalirajočih barvil ob taljenju dsDNA (Sun in sod., 2016)  
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Barvili LCGreen Plus in EvaGreen veljata za najučinkovitejši in najobčutljivejši med 
nasičenimi barvili (Li in sod., 2010). Detekcija večnukleotidnih sprememb v PCR-
pomnožkih je pri obeh barvilih podobna, razlika je le pri detekciji enega SNP v PCR-
pomnožku, kjer je barvilo EvaGreen občutljivejše. Poleg tega je barvilo EvaGreen mnogo 
cenejše v primerjavi z nasičenimi barvili in nima preferečne vezave na regije bogate z GC 
ali AT, kot to velja za barvilo SYBR Green (Mao in sod., 2007). Raziskava avtorjev 
Radvanszky in sod. (2015), kjer so primerjali različna fluorescentna barvila potrjuje, da 
barvilo EvaGreen pri povečevanju koncentracije barvila prikaže najnižji odklon Tm pri 
analizi talilne krivulje. 
 
Z metodo HRM se težje identificira majhne delecije in substitucije (Stoep in sod., 2009; 
Cousins in sod., 2012). Poleg pomembnosti izbire barvila je zelo pomembna tudi izbira 
naprave, ki omogoča visoko ločljivost talilnih krivulj in posledično pravilno napovedovanje 
genetske spremenjenosti vzorcev (Herrmann in sod., 2006). Primerjava danes najpogosteje 
uporabljenih naprav, kot so QuantStudio (Applied Biosystems), LightCycler (Roche), 
CFX96 (Bio Rad) in Rotor-Gene Q (Qiagen), je pokazala, da se Tm talilnih vrhov vzorcev 
med temi napravami opazno razlikuje, vendar je razlika v vrednosti Tm med napravami pri 
vseh osmih vzorcih konstantna (Gelaye in sod., 2017). 
 
Metoda HRM se še posebej priporoča za detekcijo genetsko spremenjenih vzorcev v 
primerih, kjer je nizek delež genetsko spremenjenega vzorca v primerjavi z divjim tipom. Z 
uporabo metod: DHPLC, alelno specifičnem qPCR, pirosekvenciranju in HRM-metodi so 
Pichler in sod. (2009) poskusili določiti DNA-izolat s 5 % in 1 % deležem genetsko 
spremenjene DNA. En odstotni delež genetsko spremenjenega izolata DNA so uspešno 
detektirali le z metodama HRM in alelni specifičnem qPCR (Pichler in sod., 2009; Dahlem 
in sod., 2012). 
 
Za izvedbo metode HRM se priporoča priprava kratkih PCR-pomnožkov, ki omogočajo 
višjo občutljivost detekcije genetsko spremenjene DNA. Vendar pa z uporabo krajših PCR-
pomnožkov tvegamo izpustitev večjih delecij (Thomas in sod., 2014). Z daljšimi PCR-
pomnožki pa se zmanjša učinkovitost identifikacije genetsko spremenjenih vzorcev. Če je 
PCR-pomožek daljši od 300 bp, je detekcija enonukleotidne spremembe lahko že 
problematična. Prav tako na učinkovitost identifikacije genetsko spremenjene DNA 
pomembno vpliva lokacija genetske spremembe glede na PCR-pomnožek. Ločljivost 
genetsko spremenjenih vzorcev glede na divji tip se izboljša, če se pričakovana nukleotidna 
sprememba nahaja na sredini preiskovanega PCR-pomnožka (Cousins in sod., 2012). Za 
razliko od EMC-metod, metoda HRM omogoča razlikovanje med homozigoti divjega tipa 
in homozigoti genetsko spremenjenih pomnožkov, saj je pri slednjih zaradi drugačne sestave 
nukleotidov običajno spremenjena tudi Tm (Thomas in sod., 2014). Občutljivost metode 
HRM je za detekcijo heterozigotov celo boljša od sekvenciranja DNA, vendar pa z njo ne 
moremo identificirati točne informacije o mestu in vrsti genetske spremembe. Za ta namen 
moramo PCR-pomnožke sekvencirati (Chateigner-Biotin in Small, 2007).  
14 
Žnidaršič A. Detekcija genomskih sprememb … z analizo talilne krivulje visoke ločljivosti.  





3 MATERIALI IN METODE 
3.1 MATERIAL 
Preglednica 2: Kemikalije uporabljene pri delu 
Kemikalija Proizvajalec Namen uporabe 
Voda prosta nukleaz 
(angl. nuclease-free water) 
Ambion raztapljanje začetnih oligonukleotidov, redčenje 
celic, redčenje izolirane gDNA, mešanica za 
elektroforezo, priprava 80 % etanola 
KAPA Express Extract kit Kapa biosystems izolacija gDNA 
Qubit dsDNA HS Assay 
Kit 
Invitrogen merjenje nizkih koncentracij dsDNA 
Qubit dsDNA BR Assay 
Kit 
Invitrogen merjenje visokih koncentracij dsDNA 
Absolutni etanol Merck priprava 80 % etanola 
AMPure XP magnetne 
kroglice 
Beckman Coulter čiščenje nukleinskih kislin 
E-gel 2 % Agarose (GP) Invitrogen predpripravljen elektroforezni gel z etidijevim 
bromidom za ločevanje nukleinskih kislin 
Standard velikosti 100 bp 
(angl. 100 bp DNA 
Ladder) 
New England Biolabs primerjalna lestvica na elektroforeznem gelu za 
določanje velikosti DNA 
6 x DNA Loading Dye Invitrogen pufer za barvanje molekul DNA in povečanje 
njihove gostote 
KAPA HRM Fast PCR 
Kit 
Kapa biosystems mešanica za reakcijo PCR in qPCR z barvilom 
EvaGreen 




Kapa biosystems reagenti za kvantifikacijo s qPCR za Illumina 
knjižnice 
PFU turbo DNA 
Polymerase 
Agilent technologies mešanica za reakcijo PCR pri sekvenciranju po 
Sangerju 
dNTP Mix with dTTP Applied biosystems mešanica za reakcijo PCR pri sekvenciranju po 
Sangerju 
Agilent High Sensitivity 
DNA Kit 
Agilent technologies reagenti in čip za merjenje na napravi Agilent 
2100 Bioanalyzer 
BigDye Terminator v3.1 Life Technologies priprava sekvenčnih reakcij 
DyeEx 2.0 Spin Kit Qiagen čiščenje sekvenčnih reakcij 
Hi-Di Formamide Applied biosystems raztapljanje peleta sekvenčnih reakcij 
Anode buffer Applied biosystems anodni pufer za sekvenciranje po Sangerju 
Cathorde buffer Applied biosystems anodni pufer za sekvenciranje po Sangerju 
Polimer POP-7™ Applied biosystems ločevalni matriks za sekvenciranje po Sangerju 
QIASeq 1-Step Amplicon 
Library Kit 
Qiagen priprava knjižnice PCR-pomnožkov za NGS 
PhiX control v3 Illumina mešanica kontrolne DNA za sekvenciranje na 
Illumina napravah 
MiSeq Reagent Micro Kit 
v2 
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Preglednica 3: Uporabljena laboratorijska oprema 
Oprema Proizvajalec 
Pipete Eppendorf 0,5 - 1000 uL Eppendorf, Nemčija 
Nastavki za pipete s filtri Eppendorf, Nemčija 
Centrifuga 5810 R in Minispin Eppendorf, Nemčija 
Nastavek E-gel; stojalo za E-gel Invitrogen, Nemčija 
Mastercycler ep gradient S; aparat za pomnoževanje PCR Eppendorf, Nemčija 
LAS 4000; naprava za slikanje elektroforeznih gelov Fujifilm, Japonska 
Vorteks; vibracijski mešalnik Velp Scientifica, Italija 
2,0 ml, 1,5 ml in 0,2 ml mikrocentrifugirke Eppendorf, Nemčija 
Mikrotitrske plošče z 96 jamicami Applied Biosystems, ZDA 
Optična folija za plošče pred analizo Applied Biosystems, ZDA 
Nanodrop ND-1000; naprava za merjenje koncentracij 
nukleinskih kislin in proteinov 
NanoDrop Technologies, ZDA 
Agilent 2100 Bioanalyzer; naprava za elektroforezo na čipih Agilent Technologies, Nemčija 
Mastercycler pro S; naprava za pomnoževanje PCR Eppendorf, Nemčija 
QuantStudio 7 Flex; naprava za pomnoževanje z reakcijo qPCR 
in izvedbo HRM-metode 
Applied Biosystems, ZDA 
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3.2 POTEK POSKUSOV IN ANALIZ 
Na sliki 8 je prikazan potek poskusov. 
 
 
Slika 8: Potek poskusov in analiz - shematski prikaz 
 
Tarčne gene smo izbrali na podlagi predhodnih ugotovitev raziskave Jamnikar in sod. 
(2016), kjer so z DNA mikromrežami z 61.223 sondami preverili transkripcijski profil 
visoko in nizko producirajočih celičnih linij CHO. Identificirali so 12 različno izraženih 
genov in jih potrdili še z metodo RT-PCR. V magistrski nalogi smo se usredotočili na 6 
genov, ki so v visoko producirajočih klonih manj izraženi kot v nizko producirajočih klonih. 
To so geni PlekhB1, Rps6KA2, Sept1, Sprr2K, Flt1 in Fkbp10. 
 
Za zanesljivo izbitje genov smo z računalniškim spletnim orodjem CRISPy (Ronda in sod., 
2013) načrtovali po 2 sgRNA na gen (Slika 9), ki se komplementarno vežeta na dve tarčni 




















sprememb z metodo 
NGS (Poglavje 4.5)
Uspešnost metode HRM 
(Poglavje 4.6)
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Legenda: Cas9 nukleaza ciljno reže (na mestih označenih z rdečim trikotnikom) v tarčnem zaporedju 
sgRNA (modra črta), predvidoma 3 bp stran od PAM regije (oranžna črta). Pri prikazu tarčne regije, kjer 
se prilegajo sgRNA na nukleotidno zaporedje gena je zapisana razdalja med obema sgRNA za posamezen 
gen. 
Slika 9: Shema načrtovanja sgRNA za izbrane gene. a.) gen PlekhB1 in odsek gena, kjer se prilegajo sgRNA; 
b.) gen Rps6KA2 in odsek gena, kjer se prilegajo sgRNA; c.) del gena Sept1 in odsek gena, kjer se prilegajo 
sgRNA; d.) del gena Sprr2K in odsek gena, kjer se prilegajo sgRNA; e.) gen Flt1 in odsek gena, kjer se 
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3.3 GOJENJE, TRANSFEKCIJA IN KLONIRANJE CELIC CHO, SPREMENJENIH S 
CRISPR/CAS9  
Gojenje, transfekcija in kloniranje CRISPR/Cas9-spremenjenih celic CHO je bilo izvedeno 
v Celičnem laboratoriju v enoti Biofarmacevtike podjetja Lek, d.d. Pripravljenih je bilo 7 
mešanih populacij celic, kjer smo v prvih šestih celičnih mešanicah posamično izbijali 6 
tarčnih genov s hkratno uporabo dveh gensko-specifičnih sgRNA. V sedmi mešani 
populaciji celic nismo izbijali gena in je služila kot negativna kontrola. V nadaljevanju je 
bilo vseh 7 pridobljenih mešanih populacij celic z metodo redčenja kloniranih do 
posameznih celic in v povprečju za vsako posamezno mešano populacijo celic pridobljenih 
okoli 20 klonov. Ko so celice dosegle zadostno konfluentnost, je sledil prenos klonov iz 
mikrotitrskih plošč z 96 jamicami v mikrotitrske plošče s 24 jamicami, katere so iz celičnega 
laboratorija predali za namen izolacije gDNA ter preverjanja genetskih sprememb z 
metodama HRM in NGS. 
3.4 NAČRTOVANJE ZAČETNIH OLIGONUKLEOTIDOV IN SILICO ZA IZBRANE 
TARČNE REGIJE  
Preverili smo identifikacijsko številko ogrodja, ki predstavlja del genoma Kitajskega hrčka, 
pozicijo rezanja nukleaze Cas9 znotraj posameznega ogrodja ter izračunali razdaljo med 
predvidenima mestoma rezanja Cas9 in poimenovali vseh izbranih 10 tarčnih regij 
(Preglednica 4). 
Preglednica 4: Število uporabljenih začetnih oligonukleotidov za preverjanje zaporedja DNA za posamezen 





Pozicija rezanja s 







Poimenovanje tarčnih regij 
PlekhB1 NW003615229.1 304.709-304.710, 
304.750-304.751 
41 bp PlekhB1_1 
PlekhB1_2 
Rps6KA2 NW003614028.1 1.310.050-1.310.051, 
1.310.092-1.310.093 
42 bp Rps6KA2_1 
Rps6KA2_2 
Sept1 NW003619078.1 21.237-21.238, 
22.324-22.325 
1.087 bp Sept1_1 
Sept1_2 
Sprr2K NW006872762.1 2.112.446-2.112.447, 
2.112.620-2.112.621 
174 bp Sprr2K_1 
Sprr2K_1 
Flt1 NW003613630.1 2.180.069-2.180.070, 
2.326.320-2.326.321 
146.251 bp Flt1_1 
Flt1_2 
Fkbp10 NW003614078.1 98.055-98.056, 
102.625-102.626 
4.570 bp Fkbp10_1 
Fkbp10_2 
 
Načrtovali začetne oligonukleotide za pomnoževanje regij, kjer smo pričakovali rezanje 
nukleaze Cas9. Zaradi oddaljenosti obeh tarčnih mest znotraj vsakega od genov Sept1, Flt1 
in Fkbp10 smo za uspešno preverjanje CRISPR-urejanja v teh genih načrtovali po 2 para 
začetnih oligonukleotidov za vsak posamezen gen. CRISPR-urejanje v genih PlekhB1, 
Rps6KA2 in Sprr2K smo zaradi bližine obeh tarčnih mest znotraj posameznega gena 
preverjali z enim parom začetnih oligonukleotidov.  
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V podatkovni zbirki NCBI (angl. National center for biotechnology information) smo 
pridobili nukleotidno zaporedje za vsakega od šestih tarčnih genov Kitajskega hrčka v 
formatu FASTA. Za načrtovanje začetnih oligonukleotidov smo uporabili spletni program 
Primer3 (Untergasser in sod., 2012). Določili smo, da naj prednostno išče dolžine PCR-
pomnožkov 250-300 bp, nato 150-249 bp in nazadnje še 300-351 bp. Ker ne želimo, da bi 
sistem CRISPR/Cas9 rezal v območju začetnih oligonukleotidov, smo predpisali, da morajo 
biti začetni oligonukleotidi vsaj 70 bp oddaljeni od nukleotidnih zaporedij, komplementarnih 
sgRNA. Želeli smo, da se talilna temperatura (Tm) parov začetnih oligonukleotidov ne 
razlikuje veliko, zato smo določili Tm = 58-62 °C. Določili smo še, da morata na 3’ koncu 
para začetnih oligonukleotidov vsebovati vsaj 2 G (gvanina) in/ali C (citozina). 
 
V preglednici 5 so prikazana nukleotidna zaporedja načrtovanih začetnih oligonukleotidov 
za izbrane tarčne regije ter pričakovano mesto rezanja Cas9 glede na dolžino posameznega 
PCR-pomnožka. PCR pomnožke smo izvedli z metodo HRM (poglavje 3.10.1), preverili 
talilne krivulje (poglavje 3.10.2) ter prisotnost specifičnih lis z elektroforezo (poglavje 
3.6.1.). 
Preglednica 5: Načrtovani začetni oligonukleotidi za preverjanje tarčnih regij genov PlekhB1, Rps6KA2, 

















PlekhB1 PlekhB1_Fw CCTTAACTCATAGCTAACTGACC 299 bp 184, 225 
PlekhB1_Rv ACCAATTCCTCTTCCAGCGG 
Rps6KA2 Rps6KA2_Fw AGCACACCAAAAGACCACCA 234 bp 70, 112 
Rps6KA2_Rv GCACTCTCCCAGAGACTACA 
Sept1_1 Sept1_1_Fw CGGAAGCGGAGGTGAATGC 186 bp 88 
Sept1_1_Rv GGTAAGGCCAGGGATGCATT 
Sept1_2 Sept1_2_Fw AGTGCTGGGCTTATAGTGTGG 299 bp 206 
Sept1_2_Rv CCACTGCTGCCTCTACTTCA 
Flt1_1 Flt1_1_Fw TGCTGTGACTCCTCCAATCC 252 bp 169 
Flt1_1_Rv CTTTCCTGGCCTCCTTCTGG 
Flt1_2 Flt1_2_Fw GGTAGGAGAATCTGAGGCGC 285 bp 166 
Flt1_2_Rv CCTTCCCTGCCAGAGATTTAGT 
Fkbp10_1 Fkbp10_1_Fw GGCTTGCTCCCAACTGTATG 295 bp 164 
Fkbp10_1_Rv CTCTGAAGGGGCGGGACT 
Fkbp10_2 Fkbp10_2_Fw GCACCATGTTCCTTGCGG 283 bp 173 
Fkbp10_2_Rv CCCCAGACTCAACACCACTT 
 
Za iskanje specifičnih začetnih oligonukleotidov tarčne regije gena Sprr2K smo preverili več 
različnih parov začetnih oligonukleotidov (Preglednica 6), ki smo jih najprej pomnožili z 
reakcijo gradientnega PCR (poglavje 3.10.1).  
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C 383 bp 
Sprr2K_Rv GCAACACCTCCATCTTCCCT 
Sprr2K-c Sprr2K-c_Fw TGTGAGAGAATTACTGACCAGA
G 461 bp 
Sprr2K_Rv GCAACACCTCCATCTTCCCT 
 
Najbolj specifične PCR-pomnožke tarčne regije gena Sprr2K smo glede na pričakovane 
vrednosti Tm talilnih vrhov (nad 80 °C) in obliko talilnih krivulj preverili na agarozni gelski 
elektroforezi ter nato še na napravi Agilent 2100 Bioanalyzer (poglavje 3.6.2.) 
 
Nukleotidno zaporedje tarčnih regij gena Sprr2K smo preverili še z metodo sekvenciranja 
po Sangerju (poglavje 3.9).  
3.5 IZOLACIJA GDNA S KOMPLETOM REAGENTOV KAPA EXPRESS 
EXTRACT KIT 
Celično suspenzijo smo dobro resuspendirali in prenesli po 200 µL na mikrotitersko ploščo 
z 96 jamicami. Mikrotitersko ploščo z vzorci smo nato centrifugirali (10 minut, 3130 rcf) in 
pripravili raztopino za lizo celic kot je prikazano v preglednici 7. 
Preglednica 7: Raztopina za lizo celic 
Komponenta Volumen za 1 reakcijo (µL) 
Voda, prosta nukleaz 44 
10 x KAPA Express Extract Buffer 5 
1 U/µL KAPA Express Extract Enzyme 1 
Končni volumen 50 
 
Po centrifugiranju smo iz vzorcev odstranili supernatant, dodali 50 µL raztopine za lizo na 
posamezen vzorec in celični pelet dobro resuspendirali. Ploščo smo zalepili, prenesli v 
napravo Mastercycler ep gradient S in vzorce inkubirali 30 min pri 75 °C (liza celic) in nato 
še 5 minut pri 95 °C (inaktivacija encima). 
 
Po koncu inkubacije smo ploščo prenesli na sobno temperaturo, jo kratko vorteksirali (2-3 
sekunde) in centrifugirali (3 minute, 3130 rcf). V nove označene mikrotiterske plošče s 96 
vzorci smo prenesli 40 µL supernatanta in nato ocenili koncentracijo dsDNA s fluorimetrom 
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3.6 AGAROZNA GELSKA ELEKTROFOREZA 
3.6.1 Elektroforeza s komercialnim sistemom E-gel 
E-gel je v plastično kaseto zaprt elektroforezni gel. Uporabili smo 2 % agarozni gel z 
dodanim etidijevim bromidom. Zaradi občutljivosti etidijevega bromida na svetlobo, smo 
elektroforezo z E-geli izvajali v zatemnjenem prostoru. Reakcijska mešanica za nanos na 
elektroforezni gel je prikazana v preglednici 8. 
Preglednica 8: Priprava reakcijske mešanice za elektroforezo 
Komponenta Volumen (µL) 
Voda, prosta nukleaz 20-x 
Raztopina DNA-vzorca X 
6x nanašalni pufer 4 
 
Reakcijske mešanice smo prenesli na 2 % agarozni E-gel z etidijevim bromidom, ki je 
namenjen ločevanju 100 bp - 2 kb dolgih fragmentov nukleinskih kislin. Elektroforeza traja 
25 - 30 minut pri standardni napetosti (80 V) v temnem prostoru.  
 
Na elektroforezni gel smo poleg vzorcev nanesli tudi standard. Za nukleinske kisline krajših 
dolžin smo nanesli standard velikosti 100 bp, s katerim smo preverili dolžino PCR-
pomnožkov. Po končani elektroforezi smo E-gel z vzorci slikali na napravi za slikanje gelov 
LAS-4000. 
3.6.2 Elektroforeza na čipih  
Dolžine PCR-pomnožkov smo preverjali tudi z napravo Agilent 2100 Bioanalyzer po 
navodilih proizvajalca. Za preverjanje dolžin PCR-pomnožkov na napravi Agilent 2100 
Bioanalyzer smo uporabili reagente Agilent High Sensitivity DNA Kit.  
3.7 ČIŠČENJE DNA Z MAGNETNIMI KROGLICAMI 
Pred preverjanjem PCR-pomnožkov oziroma NGS-knjižnic z metodo elektroforeze na čipih 
na napravi Agilent 2100 Bioanalyzer je potrebno predhodno očistiti DNA. Vzorce DNA smo 
očistili z AMPure XP magnetnimi kroglicami po navodilih proizvajalca. V vzorec smo 
dodali AMPure XP magnetne kroglice. Električno pozitivno nabite magnetne kroglice so 
vezale električno negativno nabite nukleinske kisline. Komplekse magnetnih kroglic in 
nukleinskih kislin smo nato z magnetnimi stojali fiksirali na steno mikrocentrifugirke in 
nečistoče sprali z 70 % etanolom. Očiščeno DNA smo z raztapljanjem v vodi ločili od 
magnetnih kroglic in jo prenesli v novo mikrocentrifugirko oziroma mikrotitersko ploščo z 
96 jamicami. 
3.8 OCENA KONCENTRACIJE DSDNA S FLUORIMETROM QUBIT 
Koncentracijo dsDNA smo ocenjevali s fluorimetrom Qubit. V primeru, da smo pričakovali 
nižje koncentracije dsDNA (do 30 ng/μl) smo uporabili komplet reagentov Qubit dsDNA 
HS Assay Kit. V primeru višjih pričakovanih koncentracij dsDNA (nad 30 ng/μl) pa komplet 
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reagentov Qubit dsDNA BR Assay Kit. Oceno koncentracije dsDNA s fluorimetrom Qubit 
smo izvedli po navodilih proizvajalca. 
3.9 SEKVENCIRANJE PO SANGERJU 
Izvedli smo po dve sekvenčni reakciji na vzorec (Preglednica 9) in po dve sekvenčni reakciji 
na standard (Preglednica 10), in sicer ločeno s Sprr2K-b_Fw in Sprr2K_Rv začetnimi 
oligonukleotidi. 
Preglednica 9: Priprava sekvenčne reakcije za vzorce 
Reagent Količina 
Big DyeTMTerminator Ready Reaction Mix v.3.1. 8,0 μl 
dsDNA (vzorec) 200 - 500 ng 
Začetni oligonukleotid (3,3 pmol delovne raztopine) 3,0 μl (9,9 pmol/reakcijo) 
Voda, prosta nukleaz do skupnega volumna 20,0 μl 
Skupni volumen 20,0 μl 
Preglednica 10: Sekvenčna reakcija PCR za standard 
Reagent Količina 
Big DyeTM Terminator Ready Reaction Mix v.3.1. 8,0 μl 
Matrična DNA: plazmid pGEM-3Zf(+) 1,5 μl 
Začetni oligonukleotid: M13(-21) 4,0 μl 
Voda, prosta nukleaz 6,5 μl 
Skupni volumen 20,0 μl 
 
Mikrocentrifugirke z reakcijami vzorcev in standarda smo postavili v ciklični termostat in 
inkubirali po programu opisanem v preglednici 11.  
Preglednica 11: PCR program za pripravo sekvenčnih reakcij 
Stopnja programa Temperatura  Čas Namen koraka 
1 96 °C  4 min Začetna denaturacija 
2 96 °C  10 sek Denaturacija 
3 50 °C  5 sek Prileganje 
4 60 °C  4 min Podaljševanje 
5  Stopnja 2-4, 25 ponovitev 
6 4 °C  ∞ Konec programa/vzdrževanje temperature 
 
Po koncu pomnoževanja smo mikrocentrifugirke postavili na led ter PCR-pomnožke 
sekvenčnih reakcij očistili s kompletom reagentov DyeEx 2.0 Spin Kit, ki se uporablja za 
čiščenje sekvenčnih reakcij. Očiščene sekvenčne reakcije smo centrifugirali in jih posušili v 
vakuumskem sušilniku. Sušinam sekvenčnih reakcij smo dodali Hi-Di formamid. 
Enoverižne DNA smo pridobili z denaturacijo na 95 °C ter hitrim ohlajevanjem. Nadaljevali 
smo s sekvenciranjem na sekvenatorju Genetic Analyzer 3500 po navodilih proizvajalca. 
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3.10 HRM IN ANALIZA REZULTATOV HRM 
3.10.1 Verižna reakcija s polimerazo s kompletom reagentov KAPA HRM Fast PCR  
Najprej smo pripravili PCR-reakcijsko mešanico z dodajanjem reagentov po vrstnem redu, 
kot je navedeno v preglednici 12. Reakcijo PCR/qPCR smo izvedli v končnem volumnu 10 
µL v mikrotiterski plošči z 96 jamicami. Za matrično DNA v reakciji qPCR pri analizi HRM 
smo uporabili gDNA izolirano iz CRISPR/Cas9-spremenjenih klonov (poglavje 3.5). Za 
preverjanje navzkrižne kontaminacije med pripravo reakcije v mikrotitrski plošči z 96 
jamicami, smo v 1 reakcijo namesto 1 µL matrične DNA dodali 1 µL vode proste nukleaz.  
Preglednica 12: Reakcijska mešanica za 1 reakcijo PCR. Par začetnih oligonukleotidov je sestavljen iz 
smernega začetnega oligonukleotida Fw (angl. forward primer) in protismernega začetnega oligonukleotida 
Rv (angl. reverse primer) 
Komponenta Volumen za 1 reakcijo (µL) 
NFW 2,6 
KAPA HRM FAST Master Mix (2x) 5 
25 mM MgCl2 1 
10 µM Fw 0,2 
10 µM Rv 0,2 
Matrična DNA 1 
Končni volumen 10 
  
Za izvedbo reakcije PCR smo ploščo z reakcijskimi mešanicami prenesli na napravo 
Mastercycler ep gradient S. Za izvedbo qPCR smo ploščo z reakcijskimi mešanicami 
prenesli na napravo QuantStudio 7 Plex. Program reakcij PCR/qPCR je naveden v 
preglednici 13. 





Čas Namen koraka 
1 95 3 minute Aktivacija polimeraze 
2 95 5 sekund Denaturacija DNA 
3 60 40 
sekund 
Prileganje začetnih oligonukleotidov in 
podaljševanje verige 
4 Stopnja 2-3, 40 ponovitev 
5 4 ∞ Konec programa / vzdrževanje temperature 
 
V kolikor smo se odločili za metodo HRM smo v preglednici 13 izpustili 5. stopnjo programa 
in po prvih 4 stopnjah programa nadaljevali s programom talilne krivulje (Preglednica 14), 
ki smo ga tako kot reakcijo qPCR izvedli na napravi QuantStudio 7 Plex. V primeru, da smo 
predhodno izvedli reakcijo PCR in smo želeli naknadno preveriti še talilno krivuljo, smo 
mikrotitersko ploščo z reakcijskimi mešanicami prenesli iz naprave Mastercycler ep gradient 
S na napravo QuantStudio 7 Plex in nadaljevali s programom talilne krivulje. 
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Čas Namen koraka 
5 95 1 minuta Zaključna denaturacija  
6 60-95 - Postopno višanje temperature (zajemanje podatkov 
fluorescence vsakih 0,015°C) 
 
Pri metodi HRM smo preverili še kontrolni vzorec nativne DNA (t.j. gDNA iz celic CHO, 
ki so bile izpostavljene CRISPR/Cas9 sistemu, vendar brez sgRNA), torej DNA, kjer ne 
pričakujemo sprememb. Navzkrižno kontaminacijo pri pripravi reakcij PCR smo 
nadzorovali z negativno kontrolo brez matrične DNA (angl. non template control, NTC). 
Vzorec nativne gDNA je služil za pozitivno kontrolo reakcije qPCR in negativno kontrolo 
genetskih sprememb pri analizi rezultatov HRM. 
 
Z reakcijo gradientnega PCR smo želeli preverili vpliv temperature prileganja (Ta) začetnih 
oligonukleotidov na nastanek specifičnih PCR-pomnožkov. V preglednici 15 je prikazan 
program, ki uporabili za izvedbo reakcije gradientnega PCR.  
Preglednica 15: Program za izvedbo gradientnega PCR-ja 
Stopnja 
programa 
 Temperatura (°C) Čas Namen koraka 
1  95 3 minute Aktivacija polimeraze 
2  95 5 sekund Denaturacija DNA 
3  Temp. glede na stolpce: 1=54,3, 2=54,6, 
3=55,6, 4=57,0, 5=58,7, 6=60,7, 7=62,7, 
8=64,7, 9=66,5, 10=68,0, 11=69,1, 
12=69,6. 
40 sekund Prileganje začetnih 
oligonukleotidov in 
podaljševanje verige 
4  Stopnja 2-3, 40 ponovitev 
5  4 ∞  Hlajenje vzorcev 
3.10.2 Analiza rezultatov HRM 
Rezultate smo analizirali na napravi QuantStudio 7 Plex z računalniškim programom 
QuantStudio TM Real-Time PCR Software z nameščenim licenčnim modulom HRM. 
Program po določitvi temperature taljenja samodejno določi genetsko spremenjene vzorce 
glede na razlike v obliki talilne krivulje in razlike v Tm talilnih vrhov v izbranem 
temperaturnem območju med klonom nativne kontrole in kloni izpostavljenimi sistemu 
CRISPR/Cas9.  
 
V okviru interpretacije rezultatov smo najprej pregledali graf pomnoževanja, kjer smo 
preverili, da se negativna kontrola brez matrične DNA (NTC) ne pomnožuje (vrednost Ct 35 
ali več) ter da so krivulje pomnoževanja v treh tehničnih ponovitvah istega vzorca 
primerljive. 
 
Nato smo na grafu negativnega odvoda fluorescence glede na temperaturo določili območje 
taljenja DNA specifičnega PCR-pomnožka. Območje taljenja DNA smo določili glede na 
talilno krivuljo izolata nativne kontrole. Določili smo 0,2 °C mejo temperaturnega območja 
pred taljenjem DNA ter 0,2 °C mejo temperaturnega območja po taljenju DNA. Regija pred 
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taljenjem dsDNA je regija, kjer je PCR-pomnožek v dvoverižni obliki. V regiji po taljenju 
DNA pa je pomnožek v enoverižni obliki. 
 
Program za analizo HRM-rezultatov je genetsko spremenjene klone glede na jakost 
spremembe (podobnost oblik talilnih krivulj in Tm vrhov talilnih krivulj) določil kot različice 
genetsko spremenjenih klonov ali pa kot nativne kontrole, kar se posebej priporoča pri 
genotipiziranju. V primeru metode HRM za klone izpostavljene sistemu CRISPR/Cas9 pa 
lahko z različicami lažje identificiramo talilne krivulje odstopajočih klonov. Program je 
klone, katerih oblika analiziranega dela talilne krivulje in Tm talilnega vrha sta enaki kot pri 
klonu nativne kontrole, določil kot nativna kontrola. Ti kloni naj bi bili genetsko 
nespremenjeni kljub predhodni izpostavitvi sistemu CRISPR/Cas9. 
 
V primeru da so bile talilne krivulje negativnega odvoda fluorescence glede na temperaturo 
v CRISPR-izpostavljenih klonih na videz enake oblike in pri enaki vrednosti Tm, smo 
rezultate talilnih krivulj za takšne klone pregledali še z grafom razlik normaliziranih talilnih 
krivulj. Graf razlik normaliziranih talilnih krivulj najprej normalizira jakost fluorescence, 
nato pa prikaže še razliko med talilnimi krivuljami klonov izpostavljenih CRISPR/Cas9 
sistemu in krivuljami kontrolnega klona z nativno DNA. Zaradi boljše ločljivosti smo tako 
lažje ločili tarčno spremenjene klone od nativnih kontrol. 
 
V primeru neučinkovitega pomnoževanja matrične DNA (vidno iz grafa pomnoževanja) ter 
odstopajočih talilnih krivuljah teh klonov, smo si prvotne rezultate zabeležili, klone izključili 
ter ponovno zagnali analizo. Zaradi dveh različnih načinov vrednotenja rezultatov HRM, 
smo po pridobitvi podatkov sekvenciranja NGS za primerjanje upoštevali tako rezultate 
analize HRM pred izključitvijo odstopajočih klonov, kot rezultate HRM po izključitvi teh 
klonov. 
3.11 OPTIMIZACIJA REDČITVE IZOLIRANE GDNA NA PONOVLJIVOST TM 
Iz treh starševskih celičnih linij CHO smo s kompletom reagentov KAPA Express Extract 
(Kapa Biosystems) izolirali gDNA (poglavje 3.5.). Po izolaciji gDNA smo za vsak izolat 
pripravili neredčen ter 2x, 5x in 10x z vodo brez nukleaz redčen alikvot. Za vse alikvote 
izolirane gDNA ter za kontrolni vzorec brez matrične DNA smo v tehničnih triplikatih 
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3.12 DOLOČITEV NAJMANJŠE MOŽNE KOLIČINE CELIC, KI ŠE OMOGOČA 
IZOLACIJO ZADOSTNE KOLIČINE GDNA ZA USPEŠNO POMNOŽEVANJE 
V REAKCIJI QPCR IN ANALIZO HRM 
Za poskus smo uporabili celično suspenzijo celic CHO z ocenjeno koncentracijo 2,5 x 106 
celic/mL ter izvedli redčitveno vrsto (Preglednica 16). 
Preglednica 16: Oznaka vzorcev in redčitvena vrsta celic 
Ime vzorca Vzorec Pričakovana množina 
celic 
10_5 220 µL celične suspenzije 5 x 105 
10_4 198 µL gojišča + 22 µL celične suspenzije iz vzorca 5 5 x 104 
10_3 198 µL gojišča + 22 µL celične suspenzije iz vzorca 4 5 x 103 
10_2 198 µL gojišča + 22 µL celične suspenzije iz vzorca 3 5 x 102 
10_1 198 µL gojišča + 22 µL celične suspenzije iz vzorca 2 5 x 101 
10_0 198 µL gojišča + 22 µL celične suspenzije iz vzorca 1 5 x 100 
Gojišče 198 µL gojišča 0 
 
Iz vseh pripravljenih redčin smo izolirali gDNA po postopku opisanem v poglavju 3.5 in 
neredčenim gDNA-izolatom s fluorimetrom Qubit pomerili koncentracije dsDNA.  
 
Vse pripravljene izolate gDNA smo nato 5x redčili z vodo prosto nukleaz, izvedli HRM 
(poglavje 3.10.) ter analizirali tarčne regije genov PlekhB1, Rps6KA2 in tarčno regijo 
Sept1_2 v tehničnih triplikatih. 
3.13 SEKVENCIRANJE NASLEDNJE GENERACIJE 
Preverili smo izolirano gDNA iz celičnih linij CHO, ki so bile izpostavljene sistemu 
CRISPR/Cas9. Pripravili smo 20 µL reakcijske mešanice (Preglednica 17). 
Preglednica 17: Reakcijska mešanica za 1 reakcijo PCR z reagenti KAPA Taq Ready Mix 
Komponente Volumen za 1 reakcijo (µL) Končna 
koncentracija 
Voda prosta nukleaz 4 N/A 
2 x KAPA Taq ReadyMix (1,5 mM MgCl2 pri 1 x konc.) 10 1 x 
10 µM Fw 1 0,5 µM 
10 µM Rv 1 0,5 µM 
Matrična DNA 4 / 
 
Mikrotiterske plošče smo prenesli na napravo Mastercycler gradient S ter izvedli program 
prikazan v preglednici 18. 
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Preglednica 18: Program za izvedbo reakcije PCR z reagenti KAPA Taq Ready Mix 
Stopnja programa Temperatura Čas Namen koraka 
1 95 °C 3 min Začetna denaturacija 
2 95 °C 30 sek Denaturacija 
3 60 °C 30 sek Prileganje 
4 72 °C 1 min Podaljševanje 
5 Stopnja 2-4, 35 ponovitev 
6 72 °C 1 min Končno podaljševanje 
7 4 °C ∞ Konec programa/vzdrževanje 
temperature 
 
Po reakciji PCR smo pomnožke očistili z AMPure XP magnetnimi kroglicami (poglavje 
3.7.). Kvaliteto in specifičnost PCR-pomnožkov smo preverili z napravo Agilent 2100 
Bioanalyzer, ocenili koncentracijo dsDNA s fluorimetrom Qubit. PCR-pomnožke različnih 
tarčnih regij istega klona smo ekvimolarno združili v eno reakcijo s končnim volumnom 10 
µL. 
Sledila je priprava knjižnice NGS, ki smo jo izvedli po navodilih proizvajalca s kompletom 
reagentov QIASeq 1-step amplicon kit. Koncentracijo pripravljene knjižnice NGS smo 
natančneje ocenili še z reagenti KAPA Library Quantification Kit po navodilih proizvajalca.  
 
Sekvenciranje smo izvedli z napravo MiSeq (Illumina) na mikro pretočni celici, na način, da 
smo pridobili 290 bp dolge odčitke.  
3.14 ANALIZA REZULTATOV NGS 
Za analizo podatkov pridobljenih z NGS smo uporabili več računalniških programov: 
NextGENe (Softgenetics, 2016), ki je namenjen za analize različnih vrst NGS podatkov ter 
računalniška programa CRISPResso (Pinello in sod., 2016) in Cas-Analyzer (Park in sod., 
2016), ki sta specializirana za NGS-analizo CRISPR urejanja. Podatke referenčnih zaporedij 
smo pridobili na spletni strani NCBI javno dostopnega genoma CriGri_1.0. 
3.14.1 Analiza z računalniškim programom NextGENe 
S programom NextGENe (Softgenetics, 2016) smo sekvenčne podatke analizirali s 
predhodno nastavljenimi parametri, omejili smo le parameter prileganja odčitkov na 
referenčno nukleotidno zaporedje. Pri poskusih CRISPR/Cas9 se namreč pričakuje tudi 
prisotnost večjih indel sprememb, zato smo določili, da se morajo odčitki ujemati z referenco 
vsaj v 85 % nukleotidih. 
 
Glede na nastavljene parametre smo pridobili grafično sliko rezultatov (Priloga A) 
posameznega klona, iz katere smo razbrali globino sekvenciranja (pokritost) prileganih 
odčitkov ter primerjali nukleotide posameznih odčitkov glede na referenco. Vizualno smo 
preverili nekaj naključnih odčitkov po celotni dolžini, da bi videli, če je prišlo do tarčnega 
rezanja znotraj PCR-pomnožkov, za vsako tarčno regijo (t.j. PCR-pomnožek) smo prešteli 
število različnih vrst genetskih sprememb ter določili odstotek posameznih genetskih 
sprememb.  
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3.14.2 Analiza z računalniškim programom Cas-Analyzer 
Cas-Analyzer (Park in sod., 2016) prikaže prileganje odčitkov glede na referenčno 
nukleotidno zaporedje, dolžino spremenjenih odčitkov, njihovo število ter vrsto genetskih 
sprememb. V grafih pa prikaže delež inserciji in delecij glede na pozicijo referenčne 
nukleotidne sekvence ter število odčitkov glede na velikost insercij oziroma delecij. 
 
V program smo vnesli zaporedje sgRNA. S prvim parametrom »območje primerjave« (angl. 
comparison range) smo določili območje 12 bp na vsaki strani odčitka, ki jih program 
primerja z referenčnim zaporedjem. Glede na posamezno tarčno regijo (t.j PCR-pomnožek) 
smo določili vrednosti tako, da je program primerjal nukleotidna zaporedja odčitkov, ki se 
nahajajo zunaj tarčnih mest, kjer so se prilegale sgRNA. Parameter »najmanjša pogostost« 
(angl. minimum frequency) smo nastavili na vrednost 100, saj smo želeli, da nam izpiše le 
tiste različice, ki so se pojavile v vsaj stotih odčitkih. 
 
V analizi rezultatov se izpišejo informacije o količini odčitkov, ki zadostujejo zahtevam 
izbranih parametrov analize. Iz filtriranih odčitkov program preveri vrsto in delež genetskih 
sprememb ter jih podrobno analizira glede na njihovo dolžino in pozicijo. Pregledno navede 
tudi vsa nukleotidna zaporedja filtriranih odčitkov (Priloga B). 
3.14.3 Analiza z računalniškim programom CRISPResso 
CRISPResso (Pinello in sod., 2016) omogoča kvantifikacijo deleža HDR in NHEJ, določitev 
deleža genetskih sprememb s premikom bralnega okvirja v primerjavi z ostalimi genetskimi 
spremembami in detekcijo potencialnih genetskih sprememb v spojitvenih/izrezovalnih 
mestih (angl. splice-site mutations) (Priloga C). Program se lahko uporablja za oceno 
učinkovitosti rezanja na tarčnih mestih in za odkrivanje sprememb na netarčnih mestih v 
lokusu. Prednost analize s CRISPResso je v tem, da lahko v eni analizi preverimo več mest, 
na katera se sgRNA komplementarno vežejo. Detekcija različic odčitkov je zato v primeru 
uporabe več sgRNA na celico zanesljivejša kot s programov Cas-Analyzer ter enostavnejša 
kot s programom NextGENe. Slabost pa je, da potrebuje veliko več časa za analizo podatkov 
kot program Cas-Analyzer. 
 
Označili smo, da so analizirani odčitki sekvencirani iz enega konca (angl. single end reads). 
Vstavili smo nukleotidno zaporedje preiskovane sgRNA. Označili smo, da naj program za 
kvantifikacijo NHEJ genetskih sprememb preverja do 3 bp na vsako stran mesta rezanja. 
Minimalno povprečno kvaliteto odčitkov po phred 33 smo nastavili na >30 (upošteva le tiste 
odčitke za katere je ocenjena vsaj 99,9 % natančnost identifikacije), minimalno povprečno 
kvaliteto baznih parov pa na >20 (upošteva le tiste identificirane nukleotide, ki naj v procesu 
sekvenciranja identificirani z vsaj 99 % natančnostjo). Phred 33 je namreč logaritemska 
vrednost možnosti napak pri identifikaciji sekvenciranega nukleotidnega zaporedja, 
zapisana v obliki celih števil (običajno z vrednostmi med 0 in 40). 
29 
Žnidaršič A. Detekcija genomskih sprememb … z analizo talilne krivulje visoke ločljivosti.  





3.15 STATISTIČNE ANALIZE 
Uspešnost metode HRM smo določili tako, da smo rezultate analize HRM primerjali z 
rezultati analize NGS. Statistične kazalnike uspešnosti, kot so točnost, specifičnost in 
občutljivost smo izračunali po formulah 1-3 (Baratloo in sod., 2015). 
 
Točnost = (TP + TN)/(TP + TN + FP + FN)          …(1) 
Občutljivost = TP/(TP + FN)                …(2) 
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4 REZULTATI Z RAZPRAVO 
4.1 PREVERJANJE SPECIFIČNOSTI ZAČETNIH OLIGONUKLEOTIDOV 
Za uspešno analizo HRM je nujno potrebno specifično pomnoževanje tarčnih regij. Zato 
smo pri implementaciji metode HRM najprej preverili specifičnost začetnih 






Slika 10: Talilne krivulje grafa negativnega odvoda fluorescence glede na temperaturo pri pomnoževanju z 
reagenti KAPA HRM Fast Kit pri temperaturi prileganja 60 °C. Tm vrednosti PCR-pomnožkov: PlekhB1 (Tm 
= 84,98 °C), Rps6KA2 (Tm = 85,12 °C), Sept1_1 (Tm = 86,97 °C), Sept1_2 (Tm = 84,83 °C), Flt1_1 (Tm = 
85,42 °C), Flt1_2 (Tm = 87,5 °C), Fkbp10_1 (Tm = 88,6 °C), Fkbp10_2 (Tm = 90,91 °C) 
 
Na večini grafov je opazen oster enojni vrh talilnih krivulj med 84 °C in 91 °C, kar nakazuje 
na specifično pomnoževanja gDNA. Le pri PCR-pomnožku Fkbp10_2 so prisotni še dodatni 
vrhovi, ki namigujejo na nespecifično pomnoževanje tarčne regije Fkbp10_2. Dolžine 
pomnoženih PCR-produktov smo preverili z agarozno gelsko elektroforezo (Slika 11). Za 
vse PCR-pomnožke, vključno s Fkbp10_2, smo pridobili lise pričakovanih dolžin.  
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Legenda: 1: 100 bp marker; 2: NTC; 3: PCR-pomnožek Rps6KA2 (pričakujemo dolžino 234 bp); 4: PCR-
pomnožek Sept1_1 (pričakujemo dolžino 188 bp); 5: PCR-pomnožek Flt1_1 (pričakujemo dolžino 252 bp); 
6: PCR-pomnožek Fkbp10_1 (pričakujemo dolžino 295 bp); 7: PCR-pomnožek PlekhB1 (pričakujemo 
dolžino 299 bp); 8: PCR-pomnožek Fkbp10_2 (pričakujemo dolžino 283 bp); 9: PCR-pomnožek Flt1_2 
(pričakujemo dolžino 285 bp); 10: PCR-pomnožek Sept1_2 (pričakujemo dolžino 299 bp). 
Slika 11: Elektroforeza PCR-pomnožkov pri Ta=60°C 
4.1.1 Podrobnejši pregled PCR-pomnožkov Fkbp10_2 
Ker je bilo pri PCR-pomnožku Fkbp10_2 prisotnih več talilnih vrhov (Slika 10), smo z 
reakcijo gradientnega PCR želeli izboljšati specifičnost prileganja začetnih oligonukleotidov 
na tarčno zaporedje. Pomnoževanje je bilo najbolj specifično pri temperaturah prileganja 
med 58,7 °C in 64,7 °C. Vendar pa se profil talilnih krivulj pri temperaturah prileganja med 
58,7 °C in 64,7 °C ni spremenil (Slika 12). 
 
 
Slika 12: Talilne krivulje treh PCR-pomnožkov Fkbp10_2 pri temperaturah prileganja 58,7 °C; 60,7 °C in 64,7 
°C 
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Pri analizi talilne krivulje PCR-pomnožkov Fkbp10_2 so namreč opazni 3 talilni vrhovi 
(Slika 12), medtem ko je po elektroforezi PCR-pomnožkov Fkbp10_2 vidna specifična lisa 
pričakovane dolžine (Slika 11). Podobno poročajo tudi v nekaterih objavljenih raziskavah, 
kjer je po analizah HRM specifičnih PCR-produktov prisotnih več talilnih vrhov (Wittwer 
in sod., 2003; Jeffery in sod., 2007; Steer in sod., 2009; Downey, 2014). Razlog za 
odstopanja bi lahko bila neenakomerna porazdelitev gvaninov in citozinov po PCR-
pomnožku, saj so te regije stabilnejše in se zato ne talijo ob isti temperaturi kot preostali del 
PCR-pomnožka (Downey, 2014). Z uporabo prosto dostopnega spletnega orodja uMelt 
lahko napovemo neenakomerno porazdelitev gvaninov in citozinov (Dwight in sod., 2011). 
Tako smo nukleotidno zaporedje PCR-pomnožka Fkbp10_2 preverili s programom uMelt, 
ki je uspešno napovedal talilno krivuljo s tremi talilnimi vrhovi, podobno kot to opazimo iz 
eksperimentalnih podatkov (Priloga D). To potrjuje, da kljub trem talilnim vrhovom 
specifično pomnožujemo regijo Fkbp10_2. Iz literature je razvidno, da je za določevanje 
razlik v v takšnih regijah s HRM potrebno preveriti vse talilne vrhove (Wittwer in sod., 
2003). 
 
Specifičnost smo dodatno preverili še z gelsko eletroforezo na čipu (Agilent 2100 
Bioanalyzer) in potrdili specifičen PCR-pomnožek dolžine 292 bp (Slika 13). Pri rezultatu 
upoštevamo 10 %, napako reagentov High Sensitivity DNA Assay Kit in se tako približamo 
pričakovani dolžini 283 bp. 
 
 
Slika 13: Kromatogram PCR-pomnožka Fkbp10_2 na napravi Agilent 2100 Bioanalyzer 
 
Poleg izrisa talilne krivulje, program uMelt izračuna vsebnost GC po celotni dolžini PCR-
pomnožka. Podobno smo porazdelitev GC preverili pri vseh tarčnih regijah (Preglednica 19). 
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Delež GC v prvi 
polovici PCR-
pomnožka (%) 





deleža GC med prvo 
in drugo polovico 
PCR-pomnožka 
PlekhB1 299 bp 49 54 5 % 
Rps6KA2 234 bp 56 50 6 % 
Sept1_1 186 bp 51 62 11 % 
Sept1_2 299 bp 51 51 0 % 
Flt1_1 252 bp 53 53 0 % 
Flt1_2 285 bp 58 52 6 % 
Fkbp10_1 295 bp 60 60 0 % 
Fkbp10_2 283 bp 67 51 16 % 
 
Opazimo, da je pri PCR-pomnožku Fkbp10_2 razlika med prvo in drugo polovico 
pričakovanega PCR-pomnožka kar 16 %. Tudi pri PCR-pomnožku Sept1_1 je velika razlika 
med vsebnostjo GC med obema polovicama PCR-pomnožka, in sicer 11 %. Predvidevamo, 
da zaradi kratke dolžine PCR-pomnožka, ki znaša 186 bp, ne opazimo večjega števila talilnih 
vrhov. Znano je, da na prisotnost večjega števila talilnih vrhov vpliva tudi dolžina PCR-
pomnožka. Talilni vrhovi navadno predstavljajo dolžine med 50 in 300 bp, zato imajo lahko 
daljši PCR-pomnožki (100-800 bp) več talilnih vrhov (Wittwer in sod., 2003). 
4.1.2 Podrobnejši pregled PCR-pomnožkov tarčne regije Sprr2K 
Specifično pomnoževanje tarčne regije gena Sprr2K smo preverili v reakciji gradientnega 
PCR s tremi različnimi pari začetnih oligonukleotidov (to so Sprr2K-a, Sprr2K-b in Sppr2K-
c; Preglednica 6). Na sliki 14 so prikazani rezultati pomnoževanja regije Sprr2K s tremi pari 
začetnih oligonukleotidov, pri katerih smo z analizo HRM opazili specifične Tm talilne 
vrhove (nad 80 °C) in pričakovano obliko talilnih krivulj. PCR-pomnožki so za približno 




Legenda: 1: 100 bp marker; 2: PCR-pomnožek Sprr2K-a; 3: PCR-pomnožek Sprr2K-b; 4: PCR-pomnožek 
Sprr2K-c. 
Slika 14: Preverjanje PCR-pomnožkov z začetnimi oligonukleotidi za tarčne regije gena Sprr2K pri Ta = 64,7 
°C 
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Po preverjanju PCR-pomnožka Sprr2K-b še na napravi Agilent 2100 Bioanalyzer (Slika 15) 
smo opazili, da je najbolj izrazit elektroforegramski vrh pri 558 bp, kar se ujema z rezultati 
elektroforeze na sliki 14, steza 3. Pričakovali smo PCR-pomnožke dolžine 383 bp. 
 
 
Slika 15: Elektroforegram PCR-pomnožka Sprr2K-b na napravi Agilent 2100 Bioanalyzer 
 
Zaradi neujemanja med dobljenimi in pričakovanimi dolžinami tarčne regije Sprr2K-b smo 
izolate DNA preverili tudi z metodo po Sangerju. Ugotovili smo, da je dejansko nukleotidno 
zaporedje tarčne regije Sprr2K kar 189 bp daljše od zaporedja objavljenega na spletni strani 
NCBI (Slika 16), saj se v PCR pomnožku Sprr2K-b nahaja dodatnih 7 minisatelitnih 
ponovitev z dolžino 27 bp, ki niso zajeta v objavljenem nukleotidnem zaporedju. Poleg tega 
je nukleotidno zaporedje, ki je komplementarno sgRNA, skoraj v celoti del minisatelitne 
ponovitve, zato lahko po izpostavitvi CRISPR/Cas9 sistemu pričakujemo veliko rezanja v 
teh ponovitvah. Za zanesljivo detekcijo genetsko spremenjenih klonov z metodo HRM je 
priporočljivo analizirati do 400 bp dolge PCR-pomnožke (Reed in Wittwer, 2004). Ker nam 
zaradi zahtevnosti tarčne regije Sprr2K in minisatelitnih ponovitev ni uspelo načrtovati 
začetnih oligonukleotidov za PCR-pomnožke s priporočeno dolžino, tarčne regije gena 
Sprr2K nismo preverjali. 
 
 
Legenda: < >: regije, kjer se prilegata začetna oligonukleotida; *: označeni regiji, kjer naj bi se prilegale 
sgRNA; : mesto rezanja Cas9 nukleaze; Zeleno: minisatelitno zaporedje; Modra: Timin, ki označuje 
začetek minisatelitnega zaporedja; Krepko: 7 minisatelitnih ponovitev s skupno dolžino 189 bp, ki smo jih 
detektirali pri našem vzorcu in jih ni znotraj nukleotidnega zaporedja kitajskega hrčka pridobljenega na strani 
NCBI. 
Slika 16: Nukleotidno zaporedje sekvenciranih PCR-pomnožkov tarčne regije gena Sprr2K 
35 
Žnidaršič A. Detekcija genomskih sprememb … z analizo talilne krivulje visoke ločljivosti.  





4.2 OPTIMIZACIJA METODE HRM Z IZBRANIMI REAGENTI 
V okviru optimizacije metode HRM smo preverili uporabnost izolacijskih reagentov KAPA 
Express Extract in KAPA HRM Fast za izvedbo metode HRM za hitro detekcijo klonov s 
CRISPR/Cas9 induciranimi spremembami. 
 
V prvem poskusu smo želeli določili optimalno pripravo (t.j. redčitev) izolirane gDNA 
(poglavje 4.2.1.), v drugem poskusu pa smo preverjali uspešnost metode glede na začetno 
število celic ter določili najmanjše možno število celic, ki še omogoča izolacijo zadostne 
količine gDNA za uspešno pomnoževanje v reakciji qPCR (poglavje 4.2.2.). 
4.2.1 Vpliv različnih redčitev izolirane gDNA na ponovljivost Tm 
Eden od glavnih dejavnikov, ki vplivajo na kvaliteto rezultatov HRM-metode, je prenos soli, 
ki se nahaja v pufru izolirane matrične DNA. Prenos soli vpliva na spremenjeno taljenje 
PCR-pomnožkov in lahko zmanjša občutljivost in ponovljivost metode, kar lahko privede 
do lažnih rezultatov (Twist in sod., 2013). Visoka koncentracija soli lahko pospeši 
nespecifično pomnoževanje med reakcijo PCR, vpliva na obliko talilnih krivulj ter spreminja 
vrednosti Tm. Za zmanjšanje učinka prenosa soli po izolaciji DNA z reagenti KAPA Express 
Extract se priporoča 2x redčenje izolirane gDNA ter dodatek 1 µL izolata 2x redčene 
matrične gDNA v 20 µL PCR-reakcijsko mešanico (Kapa Biosystems, 2016). 
 
Zaradi nadaljne uporabe izolirane gDNA za namene analize HRM smo želeli izolacijo 
gDNA z reagenti KAPA Express Extract optimizirati. Tako smo v 10 µL reakciji PCR z 
reagenti KAPA HRM FAST v treh tehničnih ponovitvah najprej preverili vpliv različnih 
redčitev izolirane gDNA na ponovljivost Tm. 
 
Vrednost Tm se je pričakovano povečevala z nižjo koncentracijo PCR-pomnožkov 
(Preglednica 20). Podoben trend rezultatov so v svoji raziskavi dobili tudi Radvanszky in 
sod. (2015). Standardni odklon različnih redčitev izolirane gDNA je bil med 0,018 in 0,071. 
Na podlagi rezultatov sklepamo, da je natančnost metode HRM največja pri 5 x redčitvi 
izolirane gDNA, saj je vrednost S.D. najmanjša. Zato smo v nadaljnjih poskusih za uspešno 
izvedbo metode HRM vse izolate gDNA 5 x redčili z vodo prosto nukleaz. 
Preglednica 20: Standardni odkloni (S.D) vrednosti talilnih krivulj pri različnih redčitvah gDNA 
Redčitev izolirane gDNA Povprečje Tm (°C) S.D. (°C) 
Neredčena 85,14 0,071 
2 x redčena 85,17 0,039 
5 x redčena 85,20 0,018 
10 x redčena 85,23 0,025 






Žnidaršič A. Detekcija genomskih sprememb … z analizo talilne krivulje visoke ločljivosti.  





4.2.2 Določitev najmanjše možne količine celic, ki še omogoča izolacijo zadostne 
količine gDNA za uspešno pomnoževanje v reakciji qPCR in analizo HRM 
Za potrebe hitrega presejanja in izbora klonov, ki so uspešno CRISPR-Cas9-spremenjeni, 
smo želeli, da bi izbor takšnih klonov potekel v čim zgodnejši fazi razvoja klonov 
(preferenčno, pri čim nižjem številu celic po kloniranju). Za ta namen smo po redčitveni vrsti 
celic določili minimalno število celic CHO, iz katerih lahko z reagenti KAPA Express 
Extract izoliramo dovolj kvalitetne gDNA za zanesljivo pomnoževanje v reakciji qPCR z 
reagenti KAPA HRM FAST.  
 
Iz ocene koncentracije vzorcev izolirane gDNA (Preglednica 21) smo opazili, da se 
koncentracija izolirane gDNA sorazmerno spreminja s številom celic, iz katerih je bila 
izolirana. Učinkovitost izolacije DNA je nizka v primeru vzorca z največjo gostoto celic 
(vzorec 10_5), pri vzorcih 10_2, 10_3 in 10_4 pa je učinkovitost izolacije podobnih 
vrednosti in se giblje od 0,16 pg/µL do 0,20 pg/µL na celico. 
Preglednica 21: Merjenje koncentracije dsDNA vzorcev izoliranih po redčitveni vrsti celic CHO 
Oznaka vzorca Pričakovana 
množina celic 
Koncentracija dsDNA (ng/µL) Učinkovitost izolacije DNA 
(pg/µL DNA na celico) 
10_5 5 x 105 21,4 0,043 
10_4 5 x 104 8,27 0,165 
10_3 5 x 103 1,01 0,202 
10_2 5 x 102 0,092 0,184 
10_1 5 x 101 < 0,05 / 
10_0 5 x 100 < 0,05 / 
gojišče 0 < 0,05 / 
 
Z analizo talilne krivulje smo določili nespecifične PCR-pomnožke od specifičnih glede na 
razliko v vrednosti Tm. Nespecifični PCR-pomnožki se navadno talijo pri nižjih Tm kot daljši 
specifični pomnožki PCR (Rasmussen in sod., 1998). To smo v našem primeru potrdili z 
grafom talilnih krivulj PCR-pomnožkov pozitivne kontrole (t.j. izolirana DNA celic CHO s 
koncentracijo 10 ng/µL) in negativne kontrole (t.j. NTC) z začetnimi oligonukleotidi za 
pomnoževanje tarčnih regij gena PlekhB1 (Slika 17a). Na podlagi oblike talilnih krivulj in 
vrednosti Tm vrhov talilnih krivulj obeh kontrol na sliki 17a smo določili vrednosti Tm in 
oblike talilnih krivulj za specifične PCR-pomnožke, kot so talilne krivulje pozitivne 
kontrole. Talilne krivulje negativne kontrole pa predstavljajo nespecifične PCR-pomnožke 
(dimere začetnih oligonukleotidov). Na sliki 17b je prikazan primer grafičnega določanja 
specifičnosti PCR-pomnožkov tarčnih regij gena PlekhB1. Identificirali smo, da je prišlo do 
specifičnih PCR-pomnožkov v vzorcu 10_2, medtem ko v vzorcu 10_1 do pomnoževanja 
tarčnih regij gena PlekhB1 ni prišlo. Rezultat torej nakazuje, da je 500 ali več celic dovolj 
za izolacijo zadostne količine gDNA za uspešno reakcijo qPCR z uporabljenimi začetnimi 
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Legenda: a.): Modra krivulja: Talilne krivulje pozitivne kontrole; Rdeča krivulja: Talilne krivulje 
negativne kontrole. b.): Roza krivulja: Talilne krivulje vzorca 10_2; Oranžna krivulja: Talilne krivulje 
vzorca 10_1. 
Slika 17: Talilne krivulje kontrol in mejnih vzorcev za določanje specifičnosti PCR-pomnožkov PlekhB1.  
a.) Talilne krivulje PCR-pomnožkov pozitivne kontrole ter PCR-pomnožkov negativne kontrole za 
identifikacijo specifičnega pomnoževanja. Pričakovana vrednost Tm specifičnega PCR-pomnožka je 84,98 
°C. b.) Talilne krivulje vzorcev 10_2 in 10_1 tarčnih regij gena PlekhB1 
Hkrati smo preverili tudi pomnoževanje tarčnih regij gena Rps6KA2 in tarčne regije 
Sept1_2, kjer smo pridobili podobne rezultate specifičnosti talilnih krivulj glede na redčine 
vzorcev celic. Razlike so le pri rezultatih reakcije qPCR v vzorcih gDNA, ki je bila izolirana 
iz vsaj 500 celic (vzorec 10_2), kjer je bilo zaznanih več talilnih vrhov, vendar še vedno 
prevladuje talilni vrh s pričakovano vrednostjo Tm. 
 
V preglednici 22 so zbrani rezultati poskusov določitve najmanjših možnih količin celic za 
uspešno izvedbo metode HRM s PCR-pomnožki PlekhB1, Rps6KA2 in Sept1_2. 
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Preglednica 22: Rezultati poskusa določitve najmanjših možnih količin celic za uspešen qPCR 
Identifikacija PCR-
pomnožka 
Ime vzorca Ct vzorca Tm vzorca (°C) Ustreznost talilne 
krivulje 
PlekhB1 10_5 23,0 85 ustrezno 
PlekhB1 10_4 24,7 85 ustrezno 
PlekhB1 10_3 27,9 85 ustrezno 
PlekhB1 10_2 31,7 85 ustrezno 
PlekhB1 10_1 33,6 71, 76, 85 neustrezno 
PlekhB1 10_0 36,0 70, 71 neustrezno 
PlekhB1 gojišče 36,0 71, 72 neustrezno 
PlekhB1 poz.kt. 22,9 85 ustrezno 
PlekhB1 NTC 37,3 71 neustrezno 
Rps6KA2 10_5 21,8 85 ustrezno 
Rps6KA2 10_4 25,0 85 ustrezno 
Rps6KA2 10_3 28,4 85 ustrezno 
Rps6KA2 10_2 30,8 80, 83, 85 delno ustrezno 
Rps6KA2 10_1 33,6 76, 78, 80, 82, 85 neustrezno 
Rps6KA2 10_0 38,1 76, 83 neustrezno 
Rps6KA2 gojišče 37,5 75-77, 81 neustrezno 
Rps6KA2 poz.kt. 22,9 85 ustrezno 
Rps6KA2 NTC 36,9 76, 77 neustrezno 
Sept1_2 10_5 22,7 85 ustrezno 
Sept1_2 10_4 25,9 85 ustrezno 
Sept1_2 10_3 29,0 85 ustrezno 
Sept1_2 10_2 31,7 82, 85, 86 delno ustrezno 
Sept1_2 10_1 34,2 78, 81, 82, 85, 87, 88 neustrezno 
Sept1_2 10_0 38,6 77, 84 neustrezno 
Sept1_2 gojišče 39,9 77, 80, 84 neustrezno 
Sept1_2 poz.kt. 23,1 85 ustrezno 
Sept1_2 NTC 37,5 77, 80 neustrezno 
 
Talilne krivulje PCR-pomnožkov so bile za vse tri tarčne regije v vseh tehničnih triplikatih 
pri vzorcih 10_5, 10_4 in 10_3 (izolati gDNA iz vsaj 5000 celic CHO) specifične in so 
prikazovale pričakovano obliko, s pričakovanimi vrednostmi Tm. 
 
Z optimizacijo metode HRM smo dokazali, da se ob upoštevanju uporabljenega postopka 
izolacije (poglavje 3.5.) ter 5x redčenja izolatov (poglavje 4.2.1.) z metodo HRM (poglavje 
3.11.) lahko zanesljivo preveri CRISPR/Cas9 inducirane spremembe že iz izolatov gDNA, 
pridobljenih iz vsaj 5000 celic CHO. Omenjene ugotovitve bistveno skrajšajo postopek 
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4.3 DETEKCIJA CRISPR/CAS9 INDUCIRANIH DNA SPREMEMB V CELICAH 
CHO Z METODO HRM 
Za detekcijo CRISPR/Cas9 induciranih genetskih sprememb v 105 klonih celic CHO smo iz 
celičnih suspenzij izolirali gDNA z uporabo kompleta reagentov KAPA Express Extract. V 
povprečju smo izolirali 18,0 ng/µL gDNA na klon (med 13,9 in 22,1 ng/µL), kar bi moralo 
zadostovati za uspešno analizo HRM-rezultatov, saj je glede na zgornje rezultate, že 1 ng 
DNA dovolj za uspešno analizo. Stoep in sod. (2009) poročajo, da pri uporabi 5, 10 in 20 ng 
DNA/reakcijo ne prihaja do odstopanj med rezultati HRM. 
 
Grafi pomnoževanj tarčnih regij genov so prikazani v prilogi E. V kolikor je talilna krivulja 
ene tehnične ponovitve PCR-pomnožkov istega vzorca odstopala od ostalih dveh, smo 
rezultat te tehnične ponovitve izločili iz analize rezultatov HRM. 
4.3.1 HRM-rezultati PCR-pomnožkov PlekhB1 
Tarčno regijo PlekhB1 smo preverjali pri 19 klonih, izpostavljenih CRISPR/Cas9 sistemu 
tarčno ciljanem v regijah gena PlekhB1. Klone, ki so bili s sistemom CRISPR/Cas9 genetsko 
spremenjeni v tarčnih regijah gena PlekhB1, je program razvrstil v kar 8 različnih vrst 
genetskih sprememb glede na obliko in Tm talilnih krivulj. Nekateri kloni, kot je na primer 
klon K8, so se vidno razlikovali od nativne (t.j. nespremenjene) kontrole (Slika 18). 
 
 
Legenda: Rdeča krivulja: Talilne krivulje klona K8; Črna krivulja: Talilne krivulje klona nativne 
kontrole. 
Slika 18: Talilne krivulje klona K8 in klona nativne kontrole 
 
Zaradi podobnih talilnih krivulj med klonom K6 in in nativno kontrolo (Slika 19a), smo za 
boljšo ločljivost podrobno pregledali še grafe razlik normaliziranih talilnih krivulj (Slika 
19b). Najprej se izvede normalizacijo (izenači se varianco v fluorescenci, ki ni posledica 
taljenja dsDNA) pri temperaturah, ki se nahajajo pred in po procesu taljenja dsDNA. Nato 
se iz normaliziranih talilnih krivulj grafično pregleda razlika v fluorescenci glede na 
temperature med normalizirano talilno krivuljo nativne kontrole in normaliziranimi talilnimi 
krivuljami vzorcev. 
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Legenda: Modra krivulja: Talilne krivulje klona K6; Črna krivulja: Talilne krivulje klona nativne 
kontrole. 
Slika 19: Talilne krivulje klona K6 s klonom nativne kontrole. a.) Graf talilne krivulje negativnega odvoda 
fluorescence glede na temperaturo. b.) Graf talilne krivulje razlik normaliziranih talilnih krivulj 
 
Iz slike 19b je razvidno, da so talilne krivulje klona K6 kljub vsemu različne od talilnih 
krivulj nativne kontrole. Podrobno smo analizirali vse vzorce, pri katerih je bil profil talilne 
krivulje podoben nativni kontroli. Končni HRM-rezultati 19 klonov spremenjenih v tarčni 
regijah gena PlekhB1 so prikazani v preglednici 23.  
Preglednica 23: Genetske spremembe klonov izpostavljenih sistemu CRISPR/Cas9 v tarčnih regijah gena 
PlekhB1. + prikazuje genetsko spremenjen klon, - pa genetsko nespremenjen klon 
Klon Genetska sprememba  Klon Genetska sprememba 
K1 +  K11 - 
K2 +  K12 + 
K3 +  K13 + 
K4 +  K14 + 
K5 -  K15 + 
K6 +  K16 + 
K7 +  K17 + 
K8 +  K18 + 
K9 +  K19 + 
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4.3.2 HRM-rezultati pomnožkov PCR tarčne regije Rps6KA2 
Pre-urejanje tarčne regije gena Rps6KA2 smo preverili v 18 klonih, ki so bili izpostavljeni 
sistemu CRISPR/Cas9. Po določitvi temperaturnih mej taljenja dsDNA smo analizirali vse 
omenjene klone (Slika 20a). Opazili smo, da se talilne krivulje klonov, ki jih je program 
določil kot nativne kontrole, zelo razlikujejo med seboj. Zato smo analizo ponovili in iz 
ponovne analize izločili dva klona, katerih talilne krivulje najbolj odstopajo (to so talilne 
krivulje klonov K6 in K13) ter ponovno zagnali analizo z enakimi nastavitvami (Slika 20b). 
Predvidevali smo, da je pri teh dveh odstopajočih klonih prišlo do večjih sprememb v 
nukleotidnem zaporedju v tarčni regiji gena, kot so večje delecije/insercije, translokacije ali 
inverzije. Pri izolatih teh klonov namreč še vedno prihaja do pomnoževanja med reakcijo 
qPCR, vendar je vrednost Ct mnogo višja in se nahaja med vrednostmi Ct ostalih klonov ter 
vzorca NTC (Priloga E). Prav tako odstopa tudi vrednost Tm v primerjavi z ostalimi talilnimi 
krivuljami klonov in se nahaja mnogo nižje od ostalih talilnih krivulj. 
 
 
Legenda: a.): Rdeče krivulje: Talilne krivulje klonov K6 in K13; Črne krivulje: Talilne krivulje preostalih 
klonov in klona nativne kontrole. b.) Črne krivulje: Talilne krivulje klonov določenih kot nativne kontrole; 
Rdeče, modre, zelene, rumene, sive, oranžne in vijolične krivulje: Talilne krivulje klonov določenih kot 
različice.  
Slika 20: a.) Talilne krivulje vseh klonov izpostavljenih sistemu CRISPR/Cas9 v tarčnih regijah gena 
Rps6KA2. b.) Talilne krivulje po ponovni analizi rezultatov HRM brez talilnih krivulj odstopajočih klonov 
K6 in K13 
 
Talilne krivulje klonov, ki so odstopale v predhodni analizi, so vplivale na samodejno 
določitev večine klonov v skupino, ki naj bi bila kot nativna kontrola, torej pri teh naj ne bi 
prišlo do nukleotidne spremembe v tarčni regiji. Po izključitvi klonov, katerih talilne krivulje 
odstopajo, je bilo ocenjeno, da so le talilne krivulje klona K9 enake talilnim krivuljam 
nativne kontrole. Za vse ostale klone pa je program preko talilnih krivulj ocenil, da je prišlo 
do nukleotidne spremembe v tarčni regiji.  
 
Ker takrat še nismo opravili pregleda klonov z metodo NGS, smo v preglednico 24 zapisali 
tako rezultate pred izključitvijo talilnih krivulj odstopajočih klonov, kot rezultate po 
izključitvi talilnih krivulj odstopajočih klonov. 
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Preglednica 24: Genetske spremembe klonov izpostavljenih sistemu CRISPR/Cas9 v tarčnih regijah gena 
Rps6KA2. + prikazuje genetsko spremenjen klon, - pa genetsko nespremenjen klon 
Pred izključitvijo odstopajočih klonov  Po izključitvi odstopajočih klonov 
Klon Genetska sprememba  Klon Genetska sprememba 
K1 -  K1 + 
K2 -  K2 + 
K3 -  K3 + 
K4 -  K4 + 
K5 -  K5 + 
K6 +  K6 + 
K7 -  K7 + 
K8 -  K8 + 
K9 -  K9 - 
K10 -  K10 + 
K11 -  K11 + 
K12 -  K12 + 
K13 +  K13 + 
K14 -  K14 + 
K15 -  K15 + 
K16 -  K16 + 
K17 -  K17 + 
K18 -  K18 + 
4.3.3 HRM-rezultati PCR-pomnožkov Sept1_1 in Sept1_2 
Uspešnost urejanja tarčne regije gena Sept1 smo preverjali v 24 klonih, ki so bili predhodno 
izpostavljeni CRISPR/Cas9 sistemu. Podobno kot pri Rps6KA2, smo tudi pri pregledu 
talilnih krivulj tarčne regije Sept1_1 opazili, da talilne krivulje nekaterih klonov (K1, K10 
in K11) zelo odstopajo (Slika 21a). 
 
Po izločitvi klonov K1, K10 in K11, in ponovnem zagonu analize, sta bila le klona K8 in 
K12 določena, kot nativna kontrola. Na sliki 21b so prikazane talilne krivulje za klon K9, ki 




Legenda: a.): Črne krivulje: Talilne krivulje klona nativne kontrole; Rdeče krivulje: Talilne krivulje 
klonov K1 in K11; Modre krivulje: Talilna krivulja klona K10. b.): Modre krivulje: Talilna krivulja klona 
K9; Črne krivulje: Talilne krivulje klona nativne kontrole. 
Slika 21: a.) Talilne krivulje odstopajočih klonov K1, K10 in K11 izpostavljenih sistemu CRISPR/Cas9 v 
tarčni regiji Sept1_1 in klona nativne kontrole; b.) Talilna krivulja klona K9 izpostavljenega sistemu 
CRISPR/Cas9 v tarčni regiji Sept1_1 in talilne krivulje nativne kontrole 
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Rezultati analize HRM vseh klonov tarčno spremenjenih v tarčni regiji Sept1_1 pred in po 
izključitvi klonov, ki odstopajo, so prikazani v preglednici 25. 
Preglednica 25: Genetske spremembe klonov izpostavljenih sistemu CRISPR/Cas9 v tarčni regiji Sept1_1 
pred in po izključitvi odstopajočih klonov. + prikazuje genetsko spremenjen klon, - pa genetsko 
nespremenjen klon 
Pred izključitvijo odstopajočih klonov  Po izključitvi odstopajočih klonov 
Klon Genetska sprememba  Klon Genetska sprememba 
K1 +  K1 + 
K2 -  K2 + 
K3 -  K3 + 
K4 -  K4 + 
K5 -  K5 + 
K6 -  K6 + 
K7 -  K7 + 
K8 -  K8 - 
K9 -  K9 + 
K10 +  K10 + 
K11 +  K11 + 
K12 -  K12 - 
K13 -  K13 + 
K14 -  K14 + 
K15 -  K15 + 
K16 -  K16 + 
K17 -  K17 + 
K18 -  K18 + 
K19 -  K19 + 
K20 -  K20 - 
K21 -  K21 + 
K22 -  K22 + 
K23 -  K23 + 
K24 -  K24 + 
 
Podobno so tudi v primeru HRM-analize sprememb tarčne regije Sept1_2 glede na talilne 
krivulje nekateri kloni močno odstopali, in sicer kloni K1, K7 in K15 (Slika 22a). V vseh 
klonih so bile identificirane genetske spremembe v tarčni regiji Sept1_2 tako pred, kot po 
izločitvi odstopajočih klonov. Na sliki 22b je prikazan graf odvodov talilnih krivulj klona 
K9 (različica 2) glede na nativno kontrolo. 
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Legenda: a.): Rdeče krivulje: Talilne krivulje klonov K1, K7 in K15; Modre krivulje: Talilne krivulje 
preostalih klonov. b.): Modre krivulje: Talilne krivulje klona K9; Črne krivulje: Talilne krivulje klona 
nativne kontrole. 
Slika 22: a.) Talilne krivulje klonov izpostavljenih sistemu CRISPR/Cas9 v tarčni regiji Sept1_2; b.) Talilne 
krivulje klona K9 izpostavljenega sistemu CRISPR/Cas9 v tarčni regiji Sept1_2 glede na talilne krivulje 
klona nativne kontrole 
 
4.3.4 HRM-rezultati PCR pomnožkov Flt1_1 in Flt1_2 
Urejanje tarčne regije gena Flt1 smo preverjali v 20 klonih, ki so bili izpostavljenimi 
CRISPR/Cas9 sistemu. Vsi kloni so bili v tarčni regiji Flt1_1 določeni kot genetsko 
spremenjeni (Slika 23a). Odstopala sta predvsem klona K10 in K16. Tudi po izločitvi obeh 
klonov, so vsi kloni še vedno označeni kot genetsko spremenjeni. Na slikah 23b in 23c so 
prikazane talilne krivulje genetsko spremenjenega klona K6 glede na talilne krivulje klona 
nativne kontrole. Na sliki 23b so prikazane talilne krivulje genetsko spremenjenega klona 
K6 glede na talilne krivulje nativne kontrole. Po grafu negativnega odvoda fluorescence 
glede na temperaturo so talilne krivuljue klona K6 zelo podobne oblike talilnih krivulj kot 
nativna kontrola, vendar po primerjanju na grafu razlik normaliziranih talilnih krivulj (Slika 
23c) opazimo, da je med talilnimi krivuljami klona K6 in nativne kontrole precejšnja razlika. 
 
45 
Žnidaršič A. Detekcija genomskih sprememb … z analizo talilne krivulje visoke ločljivosti.  






Legenda: a.): Rdeče in modre krivulje: Talilne krivulje genetsko spremenjenih klonov; Zelene krivulje: 
Talilne krivulje odstopajočih klonov K10 in K16 (različice 3). b.) in c.): Rdeče krivulje: Talilne krivulje 
klona K6; Črne krivulje: Talilne krivulje klona nativne kontrole. 
Slika 23: a.) Talilne krivulje klonov izpostavljenih sistemu CRISPR/Cas9 v tarčni regiji Flt1_1; b.) Graf 
negativnega odvoda fluorescence glede na temperaturo za klon K6 in klon nativne kontrole; c.) Graf razlik 
normaliziranih talilnih krivulj klona K6 glede na klon nativne kontrole 
 
Klone smo pregledali še v tarčni regiji Flt1_2 (Slika 24). Program je določil klone K1, K2, 
K4, K5, K11, K12, K14, K18, K19 in K20 kot nativne kontrole. Klon K16 je označen kot 
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Legenda: Rdeče krivulje: Talilne krivulje klonov določenih kot različica 1; Modre krivulje: Talilne 
krivulje odstopajočega klona; Črne krivulje: Talilne krivulje klonov določenih kot nativne kontrole. 
Slika 24: Talilne krivulje klonov izpostavljenih sistemu CRISPR/Cas9 v tarčni regiji Flt1_2 
 
Po izločitvi odstopajočega klona K16 iz ponovne analize, so rezultati genetskih sprememb 
klonov ostali nespremenjeni. V preglednici 26 so prikazani rezultati analize HRM za tarčno 
regijo gena Flt1_2.  
Preglednica 26: Genetske spremembe klonov izpostavljenih sistemu CRISPR/Cas9 v tarčni regiji Flt1_2. + 
prikazuje genetsko spremenjen klon, - pa genetsko nespremenjen klon 
Klon Genetska sprememba klona  Klon Genetska sprememba klona 
K1 -  K11 - 
K2 -  K12 - 
K3 +  K13 + 
K4 -  K14 - 
K5 -  K15 + 
K6 +  K16 + 
K7 +  K17 + 
K8 +  K18 - 
K9 +  K19 - 
K10 +  K20 - 
4.3.5 HRM-rezultati PCR-pomnožkov Fkbp10_1 in Fkbp10_2 
Uspešnost CRISPR/Cas9-urejanja tarčne regije Fkbp10 smo preverili v 23 klonih. Na sliki 
25a so prikazane talilne krivulje PCR pomnožkov regije Fkbp10_1 za vse klone. Vrednosti 
Tm klonov, ki odstopajo (K1, K5, K8, K9, K11, K12, K14, K17, K18, K19, K20 in K22), so 
mnogo nižje kot vrednosti Tm pri nativni kontroli, zato te odstopajoče klone izločimo iz 
analize ter analizo ponovimo. Od genetsko spremenjenih klonov smo ohranili le klon K16 
(na sliki 25a označen z rumeno), saj je vrh talilne krivulje omenjenega klona v območju 
regije taljenja DNA nativne kontrole. Na sliki 25b so prikazani kloni, ki jih program po 
ponovni analizi določi kot nativno kontrolo (K2, K3, K6, K7, K15 in K23), na sliki 25c pa 
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Legenda: a.): Rdeče, modre in rumene krivulje: Talilne krivulje klonov odstopajočih različic; Rumene 
krivulje: Talilne krivulje klona K16 (različica 4); Črne krivulje: Talilne krivulje klonov določenih kot 
nativne kontrole. b.): Črne krivulje: Talilne krivulje klonov določenih kot nativne kontrole; c.): Rdeče in 
modre krivulje: Talilne krivulje genetsko spremenjenih klonov; Črne krivulje: Talilne krivulje klona 
nativne kontrole. 
Slika 25: a.) Talilne krivulje klonov izpostavljenih sistemu CRISPR/Cas9 v tarčni regiji Fkbp10_1. b.) Kloni 
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V preglednici 27 so navedeni rezultati DNA sprememb tarčne regije Fkbp10_1 pred 
izključitvijo odstopajočih klonov iz analize rezultatov HRM ter po izključitvi odstopajočih 
klonov iz analize rezultatov HRM. 
Preglednica 27: Genetske spremembe klonov izpostavljenih sistemu CRISPR/Cas9 v tarčni regiji Fkbp10_1 
pred in po izključitvi odstopajočih klonov. + prikazuje genetsko spremenjen klon, - pa genetsko 
nespremenjen klon 
Pred izključitvijo odstopajočih klonov  Po izključitvi odstopajočih klonov 
Klon Genetska sprememba  Klon Genetska sprememba 
K1 +  K1 + 
K2 -  K2 - 
K3 -  K3 - 
K4 -  K4 + 
K5 +  K5 + 
K6 -  K6 - 
K7 -  K7 - 
K8 +  K8 + 
K9 +  K9 + 
K10 -  K10 + 
K11 +  K11 + 
K12 +  K12 + 
K13 -  K13 + 
K14 +  K14 + 
K15 -  K15 - 
K16 +  K16 + 
K17 +  K17 + 
K18 +  K18 + 
K19 +  K19 + 
K20 +  K20 + 
K21 -  K21 + 
K22 +  K22 + 
K23 -  K23 - 
 
PCR-pomnožke Fkbp10_2 smo zaradi prisotnosti večih talilnih vrhov preverjali v večih 
analizah. Ob prisotnosti večih talilnih vrhov so se za preverjanje v večih analizah odločili 
tudi Zahorakova in sod. (2016). V prvi analizi smo preverili najbolj izraziti vrh, v naslednji 
analizi pa smo hkrati preverili še oba manjša talilna vrhova. 
 
Nastavili smo meje taljenja dsDNA okoli najizrazitejšega talilnega vrha z vrednostjo Tm = 
90,9 °C (Sliki 10 in 26a). Po prikazu talilnih krivulj za vse klone izpostavljene sistemu 
CRISPR/Cas9 v tarčni regiji Fkbp10_2 (Slika 26a) smo opazili, da kloni, ki jih je program 
določil kot različico 1, zelo odstopajo (Slika 26b) (kloni: K1, K11, K12, K14, K17, K18 in 
K22), zato smo te klone izločili iz nadaljnje analize. 
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Legenda: Rdeče krivulje: Talilne krivulje klonov, ki odstopajo; Črne krivulje: Talilne krivulje klonov 
določenih kot nativne kontrole. 
Slika 26: a.) Talilne krivulje vseh klonov izpostavljenih CRISPR/Cas9 sistemu v tarčni regiji Fkbp10_2.     
b.) Talilne krivulje klonov K1, K11, K12, K14, K17, K18 in K22 genetsko spremenjenih v tarčni regiji 
Fkbp10_2 glede na talilne krivulje klona nativne kontrole. 
 
Na sliki 27a sta na grafu negativnega odvoda fluorescence glede na temperaturo prikazane 
talilne krivulje dveh genetsko spremenjenih klonov ter talilne krivulje klona nativne 
kontrole. Na sliki 27b pa je dodan še graf razlik normaliziranih talilnih krivulj, iz katerega 
lahko jasno opazimo razliko v obliki vrha talilne krivulje med nativno kontrolo in 
spremenjenimi kloni.  
 
 
Legenda: Rdeče krivulje: Talilne krivulje klona K23; Modre krivulje: Talilne krivulje klona K16; Črne 
krivulje: Talilne krivulje klona nativne kontrole. 
Slika 27: a.) Graf negativnega odvoda fluorescence glede na temperaturo za klon K23, klon K16 in klon 
nativne kontrole. b.) Graf razlik normaliziranih talilnih krivulj klona K23 in klona K16 glede na klon nativne 
kontrole 
 
Ker je bilo v primeru analize rezultatov PCR-pomnožkov Fkbp10_2 zaznanih več vrhov 
talilnih krivulj, smo analizirali obliko talilne krivulje PCR-pomnožkov v območju dveh 
sosednjih vrhov, ki se nahajata pred najizrazitejšim vrhom talilne krivulje. To je del PCR-
pomnožka, ki že pri nižji temperaturi preide iz dvoverižne v enoverižno obliko DNA. Tudi 
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v tej analizi sta odstopala klona K1 in K17, podobno kot pri analizi najizrazitejšega vrha 
(Slika 26b). Po izločitvi obeh klonov je program določil klone K8, K16 in K23 kot genetsko 
nespremenjene. Na slikah 28 in 29 sta primerjavi talilnih krivulj genetsko spremenjenih 
klonov K20 in K4 s talilnimi krivuljami klona nativne kontrole. 
 
 
Legenda: Rdeče krivulje: Talilne krivulje klona K20; Črne krivulje: Talilne krivulje klona nativne 
kontrole. 
Slika 28: a.) Graf negativnega odvoda fluorescence glede na temperaturo za klon K20 in klon nativne 
kontrole. b.) Graf razlik normaliziranih talilnih krivulj klona K20 glede na klon nativne kontrole 
 
 
Legenda: Modre krivulje: Talilne krivulje klona K4; Črne krivulje: Talilne krivulje klona nativne 
kontrole. 
Slika 29: a.) Graf negativnega odvoda fluorescence glede na temperaturo za klon K4 in klon nativne kontrole. 
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V preglednici 28 so prikazani rezultati posameznih HRM-analiz tarčne regije Fkbp10_2. 
Preglednica 28: Genetske spremembe klonov izpostavljenih sistemu CRISPR/Cas9 v tarčni regiji Fkbp10_2 
pred in po izključitvi odstopajočih klonov. + prikazuje genetsko spremenjen klon, - pa genetsko 
nespremenjen klon 









Klon Genetska sprememba Genetska sprememba Genetska sprememba Genetska 
sprememba 
K1 + + + + 
K2 - - - + 
K3 - - - + 
K4 - - - + 
K5 - - - + 
K6 - - - + 
K7 - - - + 
K8 - + - - 
K9 - - - + 
K10 - - - + 
K11 + + - + 
K12 + + - + 
K13 - - - + 
K14 + + - + 
K15 - + - + 
K16 - + - - 
K17 + + + + 
K18 + + - + 
K19 - + - + 
K20 - + - + 
K21 - - - + 
K22 + + - + 
K23 - + - - 
4.4 PREVERJANJE CRISPR/CAS9 INUDUCIRANIH SPREMEMB Z METODO NGS 
Za preverjanje zanesljivosti metode HRM, smo tarčne regije izbranih klonov preverili še z 
metodo NGS. 
4.4.1 Preverjanje PCR-pomnožkov  
Najprej smo tarčne regije, ki smo jih želeli preveriti z NGS, pomnožili s PCR in preverili 
dolžine PCR-pomnožkov. Gelska elektroforeza je potrdila pričakovane dolžine vseh PCR-
pomnožkov (Slika 30).  
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Legenda: 1: 100 bp marker; 2: PCR-pomnožek PlekhB1; 3: PCR-pomnožek Rps6KA2; 4: PCR-pomnožek 
Sept1_1; 5: PCR-pomnožek Sept1_2; 6: PCR-pomnožek Flt1_1; 7: PCR-pomnožek Flt1_2; 8: PCR-
pomnožek Fkbp10_1; 9: PCR-pomnožek Fkbp10_2. 
Slika 30: Preverjanje uspešnosti reakcije PCR z vsemi izbrani pari začetnih oligonukleotidov z reagenti 
KAPA Taq Ready Mix  
 
Ker je klonov več, kot število različnih razpoložljivih barkod v uporabljenem kompletu 
reagentov za pripravo knjižnic, smo se omejili le na 79 izbranih klonov. Za preverjanje z 
metodo NGS smo izbrali DNA-izolate klonov, za katere smo po rezultatih metode HRM 
brez izločanja odstopajočih klonov predvidevali, da so genetsko spremenjeni. Dodali smo še 
do največ 3 genetsko nespremenjene klone na posamezno tarčno regijo in še 5 naključnih 
klonov nativnih kontrol za preverjanje vseh tarčnih regij. Izjema pri sistemu izbire klonov 
so bili kloni spremenjeni v tarčnih regijah Sept1_2, Flt1_2 in Rps6KA2. Ker so vsi kloni, ki 
so bili s sistemom CRISPR/Cas9 ciljani v tarčnih regijah Sept1_2 in Flt1_2 zaznani kot 
genetsko spremenjeni, smo za analizo NGS izbrali tiste, ki so odstopali glede na analizo 
HRM ter po 3 DNA-izolate klonov, ki jih je program določil kot nativne kontrole. Urejanje 
tarčne regije gena Rps6KA2 smo z metodo NGS preverili v vseh relevantnih klonih. Pred 
izključitvijo odstopajočih klonov sta bila le dva določena kot genetsko spremenjena, medtem 
ko je bila po izključitvi odstopajočih klonov v vseh razen enemu identificirana genetska 
sprememba tarčne regije. NGS analiza regije Rps6KA v vseh relevantnih klonih je kasneje 
služila tudi za primerjavo in ovrednotenje HRM-metod z in brez izločitve odstopajočih 
klonov. 
4.4.2 Sekvenciranje in analiza sekvenčnih podatkov 
Klone smo uspešno sekvencirali, saj je bila gostota nastalih gruč 1116 K/mm2, kar je znotraj 
željenih vrednosti, od tega jih je 89,2 % prešlo filtriranje. V prilogi F sta priložena graf in 
toplotna karta, s katerima smo preverili kvaliteto sekvenciranja.  
 
Genetska sprememba zaznana po analizi NGS mora biti prisotna vsaj v 1 %, da jo lahko 
zagotovo ločimo od lažnih rezultatov napak med sekvenciranjem (Kvist in sod., 2014). Vsak 
klon smo preverili tako s programom NextGENe (Softgenetics, 2016), kot s programom Cas-
Analyzer (Park in sod., 2016), saj smo za večjo zanesljivost želeli preveriti rezultate vsaj z 
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dvema programoma. V primeru, da klona ni bilo mogoče preveriti s katerim od obeh 
programov, smo ga preverili še s programom CRISPResso (Pinello in sod., 2016). Primeri 
prikaza analize sekvenciranja tarčnih regij gena Rps6KA2 v klonu 1 z vsemi tremi programi 
so podani v prilogah A, B in C. Ker program NextGENe ni specializiran za analizo 
sekvenčnih podatkov CRISPR/Cas9 spremenjenih celic, smo podatke še dodatno ročno 
obdelali kot prikazuje Sliki 31. 
 
 
Slika 31: Primer rezultatov obdelanih s programom NextGENe za klon K1 tarčno izpostavljenega sistemu 
CRISPR/Cas9 v regijah gena Rps6KA2. V zgornji vrstici je izpisano referenčno nukleotidno zaporedje. 
Spodaj so izpisane različice nukleotidnih zaporedij sekvenciranj, poimenovanje različice ter delež posamezne 
različice 
 
V preglednici 29 so podani rezultati za klone, ki smo jih izpostavili sistemu CRISPR/Cas9 
za urejanje tarčnih regij gena PlekhB1. 
Preglednica 29: Genetske spremembe klonov izpostavljenih sistemu CRISPR/Cas9 v regijah gena PlekhB1 













PlekhB1 1 + + + + 
PlekhB1 2 + + + + 
PlekhB1 3 + + + + 
PlekhB1 4 + + + + 
PlekhB1 5 - - - - 
PlekhB1 6 + + + + 
PlekhB1 7 + + + + 
PlekhB1 8 + + + + 
PlekhB1 9 + + + + 
PlekhB1 10 - - - - 
PlekhB1 11 - - - - 
PlekhB1 12 + + + + 
PlekhB1 13 + + + + 








PlekhB1 15 + - + - 
PlekhB1 16 + + + + 
PlekhB1 17 +, polovica 
odčitkov 1 bp 
insercija 
+, polovica 
odčitkov 1 bp 
insercija 
+, polovica 
odčitkov 1 bp 
insercija 
+, polovica 
odčitkov 1 bp 
insercija 
PlekhB1 18 + - + - 
PlekhB1 19 + - + - 
 
Po pregledu vseh rezultatov z vsaj dvema uporabljenima programoma za vsako tarčno regijo 
pri kateri je pokritost vsaj 500-kratna, je stopnja ujemanja med programi 100 %. 96 PCR 
pomnožkov (kloni smo glede na preskovani gen pomnožili v enem ali dveh mestih) smo 
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pregledali s programoma NextGENe in Cas-analyzer, 26 PCR pomnožkov smo pregledali s 
programoma NextGENe in CRISPRessso, 5 PCR pomnožkov smo pregledali s programoma 
Cas-analyzer in CRISPResso. Rezultati nakazujejo, da so vsi od uporabljenih programov 
primerni za preverjanje CRISPR/Cas9 spremenjenih klonov. Večini klonom, identificiranim 
kot genetsko spremenjenim smo zaznali indel genetske spremembe do 73 bp. Pri treh klonih 
so genetske spremembe odstopale, in sicer pri klonih: 
 K4, genetsko spremenjenem v genu PlekhB1, smo identificirali 168 bp delecijo; 
 K8, genetsko spremenjenem v genu PlekhB1, smo identificirali 160 bp delecijo; 
 K10, genetsko spremenjenem v genu Sept1, smo identificirali 204 bp insercijo. 
 
Pri vseh petih klonih nativne kontrole (t.j. kjer v transfekcijsko mešanico ni bilo dodanih 
sgRNA molekul), preverjenih z metodo NGS, po pričakovanjih, nismo zaznali genetske 
spremembe na nobenem od desetih tarčnih mest. 
 
V prilogi G so povzeti rezultati prevladujočih DNA sprememb glede na tarčni gen in vrsto 
spremembe DNA. Le tarčne regije genov PlekhB1 in Rps6KA2 so z metodo NGS preverjene 
v vseh relevantnih klonih (poglavje 4.4.1.). 
 
Vrste in velikosti genetskih sprememb so zelo različne glede na preiskovani gen. Opazili 
smo predvsem razliko genetskih sprememb med kloni glede na razdaljo med obema sgRNA. 
Klone ciljane v genih z majhno razdaljo med obema sgRNA (41-42 bp) (Slika 9, Preglednica 
4), smo preverjali le z pomnoževanjem z enim parom začetnih oligonukleotidov 
(Preglednica 5). To so kloni za preverjanje tarčnih genov PlekhB1 in Rps6KA2. Pri 
preostalih klonih izpostavljenih sistemu CRISPR/Cas9 je razdalja med obema sgRNA večja 
(1.087-146.251 bp) in smo jih zato preverjali z dvema paroma začetnih oligonukleotidov. 
To so kloni, preverjeni v genih Sept1, Flt1 in Fkbp10. Za preglednejši prikaz razlik 
detektiranih genetskih sprememb klonov smo rezultate glede na razdaljo med obema sgRNA 
preiskovanega gena dodelili v dve skupini ter na sliki 32 prikazali delež detektiranih 
genetskih sprememb obeh skupin.  
 
 












Kloni s kratko razdaljo med obemi sgRNA Kloni z dolgo razdaljo med obemi sgRNA
Do 10 bp Nad 10 bp Ni pokritosti Ni genetske spremembe
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Več raziskav (Zhou in sod., 2014; Canver in sod., 2014; Song in sod., 2016) poroča o 
uspešnejšem DNA-urejanju ter o možnostih delecije večjih odsekov genske regije s 
sistemom CRISPR/Cas9 ob hkratni uporabi vsaj dveh sgRNA. Podobni so tudi rezultati naše 
študije, kjer so v tarčnih regijah genov PlekhB1 in Rps6KA2 pretežno prisotne delecije 
nukleotidnega zaporedja od mesta rezanja Cas9 v sgRNA1 do mesta rezanja Cas9 v 
sgRNA2. V primeru tarčnih regij genov Sept1, Flt1 in Fkbp10 naj bi bile glede na sliko 32 
pretežno prisotne manjše genetske spremembe. Predvidevamo, da je dejanski delež večjih 
mutacij (nad 10 bp) v teh regijah večji. Za pomnoževanje tarčnih regij genov Sept1, Flt1 in 
Fkbp10 je bil namreč eden o vsakega para začetnih oligonukleotidov načrtovan za 
komplementarno prileganje znotraj regije med obema sgRNA. Ker so za optimalno izvedbo 
metod HRM in NGS potrebni kratki PCR-pomnožki, pričakovane večje nukleotidne 
spremembe v teh primerih z omenjenimi metodami ni mogoče detektirati. Canver in sod. 
(2014) so dokazali, da je s hkratno uporabo dveh sgRNA znotraj istega CRISPR/Cas9 
poskusa mogoče izbiti celo več kot 1 Mb dolgo regijo genoma. Prav tako so s hkratno 
uporabo dveh sgRNA mogoče tudi duplikacije (Li in sod., 2015), inverzije (Li in sod., 2015; 
Choi in Meyerson, 2014) ter translokacije (Choi in Meyerson, 2014). 
 
Zanimivo bi bilo poskus ponoviti ter ga izvesti, kot Bauer in sod. (2014), Canver in sod. 
(2014) in Chen in sod. (2014). Za detekcijo velikih delecij v genomu so uporabili reakcijo 
PCR z dvema paroma začetnih oligonukleotidov, in sicer en par začetnih oligonukleotidov 
znotraj regije v kateri se nahaja delecija in en par začetnih oligonukleotidov zunaj regije v 
kateri se nahaja delecija. PCR-pomnožke so nato preverjali z metodami sekvenciranja po 
Sangerju in z elektroforezo. Druga možnost je, da bi kot Shin in sod. (2017) za detekcijo 
velikih delecij uporabili serijo PCR začetnih oligonukleotidov, ki obsegajo celotno tarčno 
regijo. PCR-pomnožke so nato preverili z metodo sekvencirana po Sangerju. Uspelo jim je 
detektirati 24 kb dolgo delecijo. 
4.5 USPEŠNOST METODE HRM 
Za oceno točnosti metode HRM pri detekciji DNA sprememb smo preverili skladnost HRM-
rezultatov z rezultati pridobljenimi s tehnologijo NGS (Preglednice 30, 31 in 32).  
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V preglednici 30 so prikazani rezultati klonov po metodah HRM in NGS, ki so bili 
izpostavljeni sistemu CRISPR/Cas9 v tarčnih regijah genov PlekhB1 in Rps6KA2. Pri 
analizi podatkov sekvenciranja NGS je možen posamični pregled vsake od obeh tarčnih regij 
za vsak gen. V preglednici 30 so zato navedeni rezultati sekvenciranja NGS za vsako od 
tarčnih regij genov PlekhB1 in Rps6KA2.  
Preglednica 30: Primerjanje HRM in NGS rezultatov za tarčne regije genov PlekhB1 in Rps6KA2. + 













tarčni regiji _2 
po NGS 
Skladnost 
rezultatov HRM in 
NGS 
PlekhB1 K1 + + + DA 
PlekhB1 K2 + + + DA 
PlekhB1 K3 + + + DA 
PlekhB1 K4 + + + DA 
PlekhB1 K5 - - - DA 
PlekhB1 K6 + + + DA 
PlekhB1 K7 + + + DA 
PlekhB1 K8 + + + DA 
PlekhB1 K9 + + + DA 
PlekhB1 K10 - - - DA 
PlekhB1 K11 - - - DA 
PlekhB1 K12 + + + DA 
PlekhB1 K13 + + + DA 
PlekhB1 K14 + + + DA 
PlekhB1 K15 + + - DA 
PlekhB1 K16 + + + DA 
PlekhB1 K17 + + + DA 
PlekhB1 K18 + + - DA 
PlekhB1 K19 + + - DA 
Rps6KA2 K1 + + + DA 
Rps6KA2 K2 + + + DA 
Rps6KA2 K3 + + + DA 
Rps6KA2 K4 + + + DA 
Rps6KA2 K5 + Pokritost <500x DA 
Rps6KA2 K6 Odstopa Pokritost <500x DA 
Rps6KA2 K7 + + + DA 
Rps6KA2 K8 + + + DA 
Rps6KA2 K9 - - - DA 
Rps6KA2 K10 + + + DA 
Rps6KA2 K11 + + + DA 
Rps6KA2 K12 + + + DA 
Rps6KA2 K13 Odstopa Pokritost <500x DA 
Rps6KA2 K14 + + + DA 
Rps6KA2 K15 + + + DA 
Rps6KA2 K16 + + + DA 
Rps6KA2 K17 + + + DA 
Rps6KA2 K18 + + + DA 
Rps6KA2 K19 + + + DA 
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V preglednici 31 so prikazani rezultati klonov po metodah HRM in NGS, ki so bili 
izpostavljeni sistemu CRISPR/Cas9 v tarčnih regijah Sept1_1, Sept1_2, Flt1_1, Flt1_2 in 
Fkbp10_1. 
Preglednica 31: Primerjanje HRM in NGS rezultatov za tarčne regije Sept1_1, Sept1_2, Flt1_1, Flt1_2 in 







sprememba po NGS 
Skladnost rezultatov 
HRM in NGS 
Sept1_1 K1 Odstopa Pokritost <500x DA 
Sept1_1 K5 + + DA 
Sept1_1 K10 Odstopa + DA 
Sept1_1 K11 Odstopa Pokritost <500x DA 
Sept1_1 K15 + + DA 
Sept1_1 K22 + + DA 
Sept1_2 K1 Odstopa Pokritost <500x DA 
Sept1_2 K5 + + DA 
Sept1_2 K10 + + DA 
Sept1_2 K11 + + DA 
Sept1_2 K15 Odstopa + DA 
Sept1_2 K22 + + DA 
Flt1_1 K1 Odstopa + DA 
Flt1_1 K2 + + DA 
Flt1_1 K3 + + DA 
Flt1_1 K5 + + DA 
Flt1_1 K6 + + DA 
Flt1_1 K7 + +  DA 
Flt1_1 K8 + - NE 
Flt1_1 K9 + + DA 
Flt1_1 K10 Odstopa Pokritost <500x DA 
Flt1_1 K12 + + DA 
Flt1_1 K13 + + DA 
Flt1_1 K14 + - NE 
Flt1_1 K15 + + DA 
Flt1_1 K16 Odstopa Pokritost <500x DA 
Flt1_1 K17 + + DA 
Flt1_2 K1 - +  NE 
Flt1_2 K2 - +  NE 
Flt1_2 K3 + + DA 
Flt1_2 K5 - + NE 
Flt1_2 K6 + + DA 
Flt1_2 K7 + + DA 
Flt1_2 K8 + + DA 
Flt1_2 K9 + + DA 
Flt1_2 K10 + + DA 
Flt1_2 K12 - + NE 
Flt1_2 K13 + + DA 
Flt1_2 K14 - - DA 
Flt1_2 K15 + + DA 
Flt1_2 K16 Odstopa + DA 
Flt1_2 K17 + + DA 
Fkbp10_1 K1 Odstopa Pokritost <500x DA 
Se nadaljuje 
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Nadaljevanje preglednice 31: Primerjanje HRM in NGS rezultatov za tarčne regije Sept1_1, Sept1_2, Flt1_1, 







sprememba po NGS 
Skladnost rezultatov 
HRM in NGS 
Fkbp10_1 K4 + + DA 
Fkbp10_1 K5 Odstopa Pokritost <500x DA 
Fkbp10_1 K8 Odstopa Pokritost <500x DA 
Fkbp10_1 K9 Odstopa Pokritost <500x DA 
Fkbp10_1 K11 Odstopa Pokritost <500x DA 
Fkbp10_1 K12 Odstopa Pokritost <500x DA 
Fkbp10_1 K13 + + DA 
Fkbp10_1 K14 Odstopa Pokritost <500x DA 
Fkbp10_1 K17 Odstopa Pokritost <500x DA 
Fkbp10_1 K18 Odstopa Pokritost <500x DA 
Fkbp10_1 K19 Odstopa Pokritost <500x DA 
Fkbp10_1 K20 Odstopa Pokritost <500x DA 
Fkbp10_1 K22 Odstopa Pokritost <500x DA 
Fkbp10_1 K23 - - DA 
 
V preglednici 32 so prikazani rezultati klonov po metodah HRM in NGS, ki so bili 
izpostavljeni sistemu CRISPR/Cas9 v tarčni regiji Fkbp10_2.  
 
Preglednica 32: Primerjanje HRM in NGS rezultatov v tarčni regiji Fkbp10_2. + prikazuje genetsko 
spremenjen klon, - pa genetsko nespremenjen klon 





sprememba po NGS 
Skladnost rezultatov 
HRM in NGS 
K1 Odstopa Odstopa Pokritost <500x DA 
K4 - + + DA 
K5 - + + DA 
K8 + - + DA 
K9 - + + DA 
K11 Odstopa + Pokritost <500x DA 
K12 Odstopa + Pokritost <500x DA 
K13 - + + DA 
K14 Odstopa + Pokritost <500x DA 
K17 Odstopa Odstopa Pokritost <500x DA 
K18 Odstopa + Pokritost <500x DA 
K19 + + + DA 
K20 + + + DA 
K22 Odstopa + Pokritost <500x DA 
K23 + - + DA 
 
Pri 84 % vseh klonov, ki po HRM-rezultatih odstopajo, smo v NGS-analizi opazili nizko 
pokritost (>500 kratna pokritost). Isti kloni, kateri so bili po metodi HRM določeni kot 
odstopajoči, so se tudi veliko slabše pomnoževali v reakciji qPCR pri analizi HRM (priloga 
E). Sklepamo, da je pri teh klonih prišlo do sprememb nukleotidnega zaporedja, ki so 
vplivale na nepopolno homologijo med začetnimi oligonukleotidi in komplementarnim 
zaporedjem DNA ter posledično na slabšo prileganje začetnih oligonukleotidov na matrično 
DNA klonov.  
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Preverili smo, ali je razlog za odstopajoče rezultate določenih klonov prisotnost inhibitorjev 
reakcije PCR ali neuspešna izolacija gDNA. Zato smo tem klonom ponovno izolirali gDNA 
in z metodo HRM preverili talilne krivulje, ki so bile identične kot talilne krivulje gDNA že 
uporabljenih klonov. Za preverjanje vpliva inhibitorjev reakcije PCR, smo gDNA izoliranih 
klonov pomnoževali tudi z začetnimi oligonukleotidi za regije, ki niso bile tarča urejanja s 
CRISPR/Cas9 ter pridobili specifičen PCR-pomnožek. Pri obeh kontrolni poskusih smo 
dobili rezultat, s katerim lahko potrdimo, da razlog za odstopanje ni neuspešna izolacija 
DNA ali pa prisotnost inhibitorjev reakcije PCR. 
 
V primerih, ko je po rezultatih HRM talilna krivulja klona odstopala in so NGS-rezultati, 
kljub nizki pokritosti (< 500 odčitkov) namigovali na večjo spremembo nukleotidnega 
zaporedja tarčne regije DNA, smo klone označili kot genetsko spremenjene. 
 
V prilogi H smo določili število klonov, ki glede na primerjavo rezultatov HRM z rezultati 
NGS, v preiskovani tarčni regiji spadajo med pravilno pozitivne (TP), pravilno negativne 
(TN), lažno pozitivne (FP), lažno negativne (FN). Primerjali smo rezultate pred izključitvijo 
odstopajočih klonov ter po izključitvi odstopajočih klonov.  
 
Statistično smo ovrednotili rezultate analiz rezultatov HRM pred izključitvijo odstopajočih 
klonov ter po izključitvi odstopajočih klonov (Preglednica 34). 




HRM pred izključitvijo odstopajočih klonov HRM po izključitvi odstopajočih 
klonov 
Točnost  Občutljivost Specifičnost Točnost  Občutljivost Specifičnost 




3/3 (100 %) 




1/1 (100 %) 
Sept1_1 3/6 (50 %) 3/6 (50 %) - 6/6 (100 
%) 
6/6 (100 %) - 
Sept1_2 6/6 (100 %) 6/6 (100 %) - 6/6 (100 
%) 
6/6 (100 %) - 




0/2 (0 %) 
Flt1_2 11/15 (73 %) 10/14 (71 %) 1/1 (100 %) 11/15 
(73 %) 
10/14 (71 %) 1/1 (100 %) 




1/1 (100 %) 









6/8 (80 %) 
 
Točnost metode HRM z analizo po kateri smo izključili odstopajoče klone je 95 %, kar je za 
27 % točneje, kot pri analizi, v kateri so bili odstopajoči kloni vključeni (68 %). Občutljivost 
metode HRM z analizo, v kateri smo izključili odstopajoče klone je 96 %, kar je za 28 
odstotnih točk občutljivejše, kot pri analizi, v kateri so bili odstopajoči kloni vključeni (68 
%). Specifičnost je pri obeh analizah podobna, in sicer 80 % pri analizi z izključenimi 
odstopajočimi kloni in 75 %, če smo odstopajoče klone vključili v analizo. Vendar pa bi bilo 
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za zanesljivejšo oceno specifičnosti metode HRM potrebno preveriti večje številu klonov. 
Iz rezultatov lahko sklepamo, da je za točnejše HMR-rezultate pravilneje iz analize izločiti 
odstopajoče klone. 
 
Z metodo HRM smo preverjali s CRISPR/Cas9 sistemom spremenjene klone z uporabo dveh 
hkratnih sgRNA. Največja prednost HRM metode je hitrost pridobljenih podatkov o DNA 
spremembah na tarčnih mestih. S to raziskavo v okviru magistrskega dela smo potrdili tudi 
visoko, 95 % točnost metode HRM. Pri pregledu klonov, katere smo zaradi visoke 
oddaljenosti med tarčnima mestoma preverjali z dvema pomnožkoma PCR za 1 gen (kot 
npr. regije genov Sept1, Flt1 in Fkbp10 v tej raziskavi) je točnost metode HRM 91,6 %. Ob 
pregledu klonov, katere smo zaradi manjše razdalje med tarčnima mestoma v genu preverjali 
z enim PCR-pomnožkom (kot npr. regije genov PlehkB1 in Rps6KA2 v tej raziskavi), pa je 
bila točnost metode HRM celo 100 %.  
 
Zaključili smo, da je ob hkratni uporabi več sgRNA za 1 gen metoda HRM primerna, v 
kolikor je mogoče tarčna mesta preverjati z enim parom začetnih oligonukletidov, saj 
pogosto prihaja do delecij celotnega nukleotidnega zaporedja med obemi sgRNA. Vendar 
pa naj dolžina pomnožkov PCR ne bi presegala največje dolžine PCR-pomnožkov primernih 
za detekcijo z metodo HRM (t.j. do 400 bp). Za točno detekcijo CRISPR/Cas9 sprememb z 
analizo HRM je obenem zelo pomembno tudi pravilno načrtovanje specifičnih začetnih 
oligonukleotidov, tako da so vse pričakovane DNA spremembe znotraj nukleotidnega 





Žnidaršič A. Detekcija genomskih sprememb … z analizo talilne krivulje visoke ločljivosti.  






 Za detekcijo CRISPR/Cas9-sprememb z metodo HRM je pomembno, da so začetni 
oligonukleotidi za pomnoževanje tarčne regije oddaljeni vsaj 70 bp od tarčnega 
mesta sgRNA. 
 S petkratno redčitvijo gDNA-izolatov celic CHO pred izvedbo metode HRM, smo 
po izvedbi metode HRM in analizi talilnih krivulj vzorcev dosegli najvišjo 
ponovljivost HRM-talilnih krivulj. 
 Komplet reagentov KAPA Express Extract Kit omogoča izolacijo gDNA, ki je 
dovolj kvalitetna za pomnoževanje s qPCR in analizo HRM. Izolacija je robustna in 
omogoča izolacijo zadostne količine gDNA tudi iz manjšega števila celic CHO (t.j. 
vsaj 5000 celic). 
 Metoda HRM je za detekcijo DNA sprememb v dveh tarčnih mestih znotraj iste 
regije primernejša, če sta obe tarčni mesti blizu skupaj (npr. 41-42 bp med obema 
tarčnima mestoma), kot v primeru, če sta tarčni mesti zelo oddaljeni (npr. 4.557-
146.251 bp). 
 Dolžina PCR-pomnožka in porazdelitev GC nukleotidov po celotnem PCR-
pomnožku vplivata na obliko taliline krivulje. V primeru detekcije talilnih krivulj z 
več kot enim talilnim vrhom pri analizi HRM specifičnega (specifičnost preverimo z 
elektroforezo) PCR-pomnožka tarčne regije, je potrebno s programom uMelt potrditi 
obliko talilne krivulje ter z metodo HRM vse talilne vrhe posamično analizirati. 
 Vzorce, ki se v reakciji qPCR slabo pomnožujejo (visoke Ct vrednosti) in katerih 
talilne krivulje po obliki zelo odstopajo, je potrebno pri HRM-analizi izločiti. Zaradi 
lažno negativnih rezultatov, do katerih prihaja ob ne-izločitvi takšnih klonov, je 
občutljivost takšne HRM mnogo slabša. 
 Pri talilnih krivuljah, ki so na videz enake oblike, z enako vrednostjo Tm, se za lažjo 
potrditev pravilnosti avtomatskega določanja genetsko spremenjenih vzorcev 
priporoča preverjanje talilnih krivulj z grafom razlik normaliziranih talilnih krivulj. 
 Metoda HRM je hitra in točna metoda za detekcijo DNA sprememb povzročenih z 
metodo CRISPR/Cas9 pri celicah CHO. Točnost metode je 95 %. Pri preverjanju 
tarčnih regij, kjer se tarčni mesti za urejanje iste tarčne regije nahajajo blizu skupaj, 
je točnost metode 100 %. 
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Pregledovanje CRISPR/Cas9 genetsko spremenjenih klonov je drag, zamuden in delovno 
zahteven proces. Za preverjanje uspešnosti vnosa genetskih sprememb obstaja več 
presejalnih metod, ki se med seboj razlikujejo glede na vrsto določenih genetskih sprememb, 
točnosti metode, informativnosti o genetskih spremembah, stroških uporabe in hitrosti 
pregledovanja klonov.  
V okviru magistrskega dela smo vpeljali in optimizirali metodo HRM, ki omogoča hitro 
detekcijo genetskih sprememb DNA povzročenih s tehnologijo CRISPR/Cas9.  
Za specifično pomnoževanje tarčnih regij smo načrtovali in preverili pare začetnih 
oligonukleotidov. Tarčne regije genov PlekhB1 in Rps6KA2 smo zaradi bližine obeh 
sgRNA pomnožili z enim parom začetnih oligonukleotidov na gen. Tarčne regije genov 
Sept1, Flt1 in Fkbp10 smo zaradi velike medsebojne oddaljenosti obeh sgRNA pomnožili z 
dvema paroma začetnih oligonukleotidov na gen. Za tarčne regije gena Sprr2K smo preko 
sekvenciranja po Sangerju ugotovili, da zaradi dolgih PCR-pomnožkov, potrebnih zaradi 
mnogih minisatelitnih ponovitev, niso primerne za preverjanje z metodo HRM.  
 
V okviru magistrskega dela smo z izbranimi reagenti za izvedbo izolacije gDNA ter metode 
HRM preverili pomembne dejavnike metode, kot sta ponovljivost in določitev najmanjše 
količine celic potrebne za kakovostne rezultate HRM (časovna optimizacija). Najbolj 
ponovljivi rezultati talilnih krivulj metode HRM z izbranimi reagenti so pri 5-kratni redčitvi 
gDNA-izolatov celic CHO. V naslednjem poskusu smo ugotovili, da je 5 x 102 celic CHO, 
ob upoštevanju obstoječih postopkov izolacije gDNA in metode HRM, najmanjša možna 
začetna količina celic, ki še omogoča učinkovito analizo rezultatov metode HRM. 
V osrednjem poskusu magistrskega dela, smo z metodo HRM detektirali genetske 
spremembe povzročene z metodo CRISPR/Cas9 pri klonih celic CHO. Vsak klon 
izpostavljen CRISPR/Cas9 sistemu je bil tarčno ciljan z dvema sgRNA hkrati znotraj enega 
od petih izbranih genov. Vsaka od petih genskih regij je bila tarčno ciljana z dvema sgRNA 
hkrati. Izvedli smo izolacijo gDNA in metodo HRM ter analizirali talilne krivulje z 
določitvijo regij pred začetkom taljenja dsDNA ter po koncu taljenja dsDNA. Pri preverjanju 
talilnih krivulj v okviru analize HRM smo opazili klone, katerih talilne krivulje odstopajo 
od nativnih kontrol in od ostalih vzorcev). Z metodo NGS smo preverjali le izbrane klone, 
ki smo jih izbrali glede na rezultate analize HRM brez izločitve odstopajočih klonov. 
Sekvenciranje po metodi NGS smo izvedli na napravi Illumina MiSeq. Kloni, katerih talilne 
krivulje odstopajo po metodi HRM, so večinoma odstopali tudi po metodi NGS zaradi nizke 
pokritosti sekvenciranja (<500-kratna). Razlog za odstopanje določenih klonov je 
najverjetneje sprememba v delu nukleotidnega zaporedja, kamor naj bi se vezal eden od para 
začetnih nukleotidov, zato smo tarčne regije v teh klonih določili kot genetsko spremenjene. 
Metoda HRM je glede na metodo NGS zelo točna (95 % točnost) in visoko občutljiva (96 
% občutljivost). Ob upoštevanju rezultatov vseh 37 klonov, tarčno ciljanih v genih PlekhB1 
in Rps6KA2 (za pomnoževanje smo uporabili en par začetnih oligonukleotidov na gen), je 
točnost metode HRM 100 %. 
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Zajem slike prikaza rezultatov genetske spremenjenosti klona K1, tarčno spremenjenega v 
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Grafi pomnoževanj PCR-pomnožkov PlekhB1, Sept1_1, Sept1_2, Rps6KA2, Flt1_1, 
Flt1_2, Fkbp10_1 in Fkbp10_2. Sive talilne krivulje prikazujejo kontrole (nativna kontrola 
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Pregled vrste in dolžine genetskih sprememb CRISPR/Cas9 izpostavljenih klonov 
 
Gen Vrsta genetskih sprememb 
Do 10 bp Nad 10 bp Ni pokritosti Ni genetske spremembe 
PlekhbB1 18 21 0 3 
Rps6KA2 5 19 3 1 
Skupaj (PlekhB1 + Rps6KA2) 23 40 3 4 
Sept1 8 1 4 0 
Flt1 40 1 3 6 
Fkbp10 13 0 18 1 
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Število klonov posameznega PCR-pomnožka, določenih glede na rezultat HRM kot TP, 




HRM pred izključitvijo odstopajočih 
klonov 
HRM po izključitvi odstopajočih 
klonov 
TP TN FP FN TP TN FP FN 
PlekhB1 16 3   16 3   
Rps6KA2 2 1   16 18 1     
Sept1_1 3   3 6    
Sept1_2 6       6       
Flt1_1 13  2  13  2  
Flt1_2 10 1   4 10 1   4 
Fkbp10_1 12 1  2 14 1   
Fkbp10_2 7     8 15       
Skupaj 69 6 2 33 98 6 2 4 
 
